

















































































vorwiegend  im  Dünndarm  und  im  Kolon,  transkribiert  wird.  Die  erstmalige  Generierung  von  Clr‐a 
spezifischen  monoklonalen  Antikörpern  im  Rahmen  dieser  Arbeit  ermöglichte  sowohl  die 
biochemische  Charakterisierung  des  Clr‐a  Glykoproteins  als  auch  die  Darstellung  dessen 
darmspezifischer  Expression.  Ähnlich  wie  andere  Vertreter  der  CLEC2  Familie,  wie  z.  B.  das  eng 
verwandte Clr‐f, ist Clr‐a als Disulfid‐verknüpftes, glykosyliertes Homodimer auf der Zelloberfläche von 
Transfektanten  nachweisbar.  Im  Gegensatz  zu  Clr‐f  wird  jedoch  ein  Großteil  der  Clr‐a  Moleküle 
intrazellulär  zurückgehalten.  Durchflusszytometrische  Analysen  von  Clr‐a/Clr‐f  Hybridmolekülen 
identifizierten  Teile  der  stalk‐Region  sowie  Teile  der  cytoplasmatischen  Domäne  der  Clr‐a 
Glykoproteine als diejenigen Bereiche, die diese intrazelluläre Retention determinieren.  
Im  Darmgewebe  konnte  mittels  qPCR  Analysen,  Immunoblotting  und  Immunfluoreszenz  eine 
prominente,  homogene  und  exklusive  Expression  des  Clr‐a  Glykoproteins  durch  intestinale 
Epithelzellen  in  Krypten  und  Villi  gezeigt  werden.  Versuche  mit  Reporterzellen,  die  Clr‐a 
Hybridrezeptoren exprimieren, sowie Bindungsversuche mit Clr‐a Fc‐Fusionsproteinen lieferten keinen 
Nachweis für die Existenz eines Clr‐a Rezeptor. Eine postulierte Bildung von Heterodimeren durch Clr‐a 
mit  dem  ebenfalls  selektiv  im  Darmepithel  exprimierten  Clr‐f  wurde  durch  funktionelle 
Interaktionsstudien und die Analyse Clr‐f defizienter Mäusen weitgehend ausgeschlossen. Eine mittels 
Poly(I:C)  Injektion  künstlich  induzierte  Darmentzündung  führte  zu  einer  schnellen  und  drastischen 
Herabregulierung  der  Clr‐a  Proteinexpression.  In  Versuchen mit  knock‐out Mäusen  konnte  gezeigt 
werden,  dass  dieses  entzündungsvermittelte  Auslöschen  der  Clr‐a  Expression  durch  den 
Immunrezeptor TLR3 vermittelt wird.  
Die  Ergebnisse  dieser  Arbeit  beschreiben  erstmalig  die  spezifische  Expression  des  NKC‐kodierten 






























































































































































































































































(RT)‐PCR      Real‐Time polymerase chain reaction 
µg        Mikrogramm 
µl        Mikroliter 
µM        Mikromolar 
µm        Mikrometer 
AF647        AlexaFluor647 
Ag+        Silberion 
AICL        Activation‐induced C‐type lectin 
Ak        Antikörper 
AMPs        anti‐mikrobielle Produkte 
AP1        activator protein 1 
APC        Allophycocyanin 
AS        Aminosäure 
ATP        Adenintriphosphat 
BACL        Brain‐associated C‐type lectin‐like receptor 
BALT        Bronchus‐associated lymphoid tissue 
BCR        B‐Zell‐Rezeptor 
Bio        Biotinyliert 
BMP        Bone morphogenetic protein 
Bp        Basenpaar 
BSA        Bovine Serum Albumin 
CARD        Caspase activation and recruitment domain 
CBC        cycling crypt base columnar cell 
CD        Cluster of Differentiation 
cDNA        complementary DNA 
CHO        Chinese Hamster Ovary 
Clec2        C‐type lectin‐like 2 
Clr        C‐type lectin‐related 
Cm        Zentimeter 
CMV        Cytomegalovirus 
COS7        CV‐1 in Origin, carrying SV40 
CREB        cyclic AMP‐responsive element‐binding protein 
CTLD        C‐type lectin‐like domain 
CTLRs        C‐type lectin‐like receptor 
CV        Column volume 
   XIII 
Cyto        cytoplasmatic domain 
DAPI        4′,6‐Diamidin‐2‐phenylindol 
DC        dendritic cell 
Dd        didestilliert   
DMEM        Dulbecco's Modified Eagle's Medium 
DMSO        Dimethylsulfoxid 
DNA        Desoxyribonukleinsäure 
dNPTs        Desoxyribonukleotid Triphosphat 
DSMZ        Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen 
dsRED        Discosoma sp. red fluorescent protein 
dsRNA        doppelsträngige RNA 
DSS        Dextran Sulfat Sodium 
DTT        Dithiotreitol 
E. coli        Escherichia coli 
E1a        Adenovirus early region 1A 
ECL  Enhanced chemiluminescence 
ECMV  Encephalomyocarditis Virus 
EDTA        Ethylenditetraessigsäure 
Egfp        enhanced green fluorescent protein 
ELISA        enzyme linked immunosorbet assay 
EndoH        Endoglycosidase H 
EpCAM       Epithelial cell adhesion molecule 
F(ab)        Fragment antigen binding 
FACS        Fluorescense activated cell sorting 
Fc        Fragment crystallizable 
FCS        fetales Kälberserum 
FITC        Fluorescein Isothiocyanat 
FLAG        Peptidsequenz DYKDDDDK 
For        forward 
FSC        forward scatter 
G418        Geneticin 
GALT        gut‐associated lymphoid tissue 
Gapdh        Glycerinaldehyd‐3‐phosphat‐Dehydrogenase 
GlcNAc       N‐Acetylglucosamin 
GS        Glycin‐Serin 
H        Stunde 
   XIV 
HBSS        Hank's Balanced Salt Solution 
HCL        Salzsäure 
HEPES        2‐(4‐(2‐Hydroxyethyl) ‐1‐piperazinyl)‐ethansulfonsäure 
His        Histidin 
HMW        high molecular weight 
HRP        horse radish peroxidase 
Hu        human 
Hygro        Hygromycin 
i.p.        intraperitoneal 
i.v.        intravenös 
IECs        intestinale Epithelzelle 
IELs        intraepitheliale Lymphocyten 
IFN        Interferon 
Ig        Immunglobulin  
Ig‐k        Immunglobulin kappa 
IRES   interne ribosomale Eintrittsstelle 
IL        Interleukin 
ILCs        innate lymphoid cell 
IMDM  Iscove's Modified Dulbecco's Medium 
Inp.        Input 
IPS‐1        interferon‐beta promoter stimulator 1         
IRF        Interferon‐regulatorischer Faktor 
ISRE  Interferon‐sensitive response element 
ITAM        Immunoreceptor‐Tyrosine‐based Activation Motif 
KACL        Keratinocyte‐associated C‐type lectin 
Kb        Kilobasen   
KDa        Kilodalton 
Kg        Kilogramm 
KIRs        Killer Ig‐like receptors 
KLR  Killer cell lectin‐like receptor 
Klrb1        Killer Cell Lectin Like Receptor B1 
KLRF2  Killer Cell Lectin Like Receptor F2 
LAMP‐1      lysosomal‐associated membrane protein‐1 
LB        Luria Bertani     
Lgr5        Leu‐rich‐repeat containing G‐protein coupled receptor 5‐expressing 
LILRs        Leukocyte Ig‐like receptors 
   XV 
LLT1        Lectin Like Transcript‐1 
Lösl.        löslich 
LPLs        Lamina propria lymphocytes 
LRC        Leukocyte Receptor Cluster 
M        Molar 
mA        Milliampere 
mAk        monoklonaler Antikörper 
MALT        Mucosa‐associated lymphoid tissue         
mAU  milli absorption unit 
Max.        Maximum 
MCMV        Maus Cytomegalovirus 
MDA‐5        melanoma differentiation associated gene 5 
MFI        Median fluorescence intensity 
Mg        Magnesium 
MHC        Major Histocompatibility Complex 
MICA        MHC class I chain‐related protein A 
MICB        MHC class I chain‐related protein B 
Min        Minute  
Ml        Milliliter   
M‐MLV       Moloney Murine Leukemia Virus 
MODE‐K      murine duodenal epithelial cell clone K 
mRNA        messenger RNA 
Myc        Peptidsequenz EQKLISEEDL 
M‐Zelle       microfold‐Zelle 
NALT        nasopharynx‐associated lymphoid tissue 
ND        nicht detektierbar 
NFAT        Nuclear Factor of Activated T cell 
Ng        Nanogramm 
NK        Natürliche Killerzelle 
NKC        Naturürliche Killer Genkomplex 
NKG2A        Natural Killer Group 2A    
NKG2D       Natural Killer Group 2D 
Nkrp  NK cell receptor protein 
Nm        Nanometer 
NOD2        Nucleotide‐binding oligomerization domain‐containing protein 2 
NP‐40        Nonidet P40 
   XVI 
Ns        nicht signifikant 
NTA        Nitrilotriessigsäure 
P        Wahrscheinlichkeit 
P3X  P3x63Ag8.653 
PAMPs        Pathogen associated molecular pattern 
PBS        Phosphate buffered saline 
PBST        Phosphate buffered saline with Tween‐20 
PCR        Polymerasekettenreaktion 
PE        Phycoerythrin 
PEG        Polyethylenglykol 
Pen.        Penicillin 
perCP        Peridinin‐Chlorophyll‐protein 
PFA        Paraformaldehyd 
Pg  Picogramm 
PhusionHF  Phusion High‐Fidelity 
PMA        Phorbol 12‐myristate 13‐acetate 
PNGaseF  Peptid: N‐glycosidase F 
Poly(I:C)      Polyinosin‐Polycytidyl‐Säure 
pPCR        quantitative Polymerase Chain Reaction 
Ppib        peptidylprolyl isomerase B 
PRR        Pattern Recognition Receptor 
PTP        Protein Tyrosin Phosphatase 
PVDF        Polyvinylidenfluorid 
PVG        Piebald Virol Glaxo 
Red.        reduzierend 
Rev        reverse 
RIG‐I        retinoic‐acid‐inducible protein I 
RIP‐1        receptor‐interacting protein 1 
RNA        Ribonukleinsäure   
Rpm        rounds per minute 
RPMI        Rosswell Park Memorial Institute (Medium) 
rRNA        ribosomale RNA 
RSV        Rous sarcoma virus 
RT        Raumtemperatur 
S        Sekunde   
s.c.        subcutan 
   XVII 
SA        Streptavidin       
SAP        Shrimp Alkaline Phosphatase 
SDS        Sodiumdodecylsulfat 
SDS‐PAGE      Sodiumdodecylsulfat‐Polyacrylamig‐Gelelektrophorese 
Sec        Sekunde 
SFI        spezifische Fluoreszenzintensität 
SIgA        sekretorisches Immunglobulin A 
SOC        Super Optimal broth with Catabolite repression 
SSC        Side scatter 
ST        stalk 
Strep.        Straptavidin 
SV40        Simian Virus 40 
TA        transit amplifying 
TAE        TRIS‐Acetat‐EDTA 
Tag        „Markierung“ 
TBK1        TANK‐binding kinase 1 
TBP^        TATA‐binding protein 
TBS        Tris‐buffered saline 
TBST        Tris‐buffered saline mit Tween20 
TCR        T‐Zell‐Rezeptor 
TEMED       Tetramethylethylendiamin 
TFF3        trefoil factor 3 
TLA        Thymus Leukemia Antigen 
TLR        Toll‐like receptor       
TM        Transmembrandomäne 
TNF        Tumornekrosefaktor 
TRAF3        TNF receptor‐associated factor 3 
TRIF        TIR‐domain‐containing adaptor protein inducing IFNβ     
U        unit 
ü.N.        über Nacht 
µF        Microferrat 
ULBP        UL16‐binding protein 
UTR        untranslated region 
UV        ultraviolett 
V        Volt 
VIS        visIble 
   XVIII 
V‐J2‐C        Variable‐Joining2‐Constant 
WE        Wochenende 
Weibl.        Weiblich 







(Parotis)  enthaltenden  Enzymen  Amylase  und  Lipase  initiiert.  Über  den  Ösophagus  gelangt  der 
Nahrungsbrei  in den Magen, in dem er mit Säure und Pepsin durchmischt wird (Chymifikation), um 
über  den  Magenpförtner  (Pylorus),  welcher  den  Weitertransport  des  Chymus  reguliert,  in  den 




in welchem der  Chymus mit  exokrinen  Sekreten  aus  Pankreas  und den Brunner Drüsen  sowie der 
Gallenflüssigkeit  gemischt  wird  und  dabei  Proteine,  Fette  und  Kohlenhydrate  in  Monosaccharide, 
Aminosäuren  und  Fettsäuren  gespalten  werden.  Anschließend  ans  Duodenum  folgt  das  Jejunum, 




des Caecums (Blinddarm)  in den Kolon (Grimmdarm) ein. Das Caecum, dessen Lage variabel  ist,  ist 
Abbildung  1:  Abschnitte  des 
Gastrointestinaltraktes. Aus dem Magen gelangt 
der  Nahrungsbrei  in  das  Duodenum,  das  der 
Absorption  einfacher  Monosaccharide  und 
Aminosäuren  dient.  Verdauung  und  Resorption
größerer  Makromoleküle  erfolgt  in  den 
Dünndarmabschnitten  Jejunum  und  Ileum.  Die 
Rückresorption von Wasser und Elektrolyten und 
das  Zersetzen  unverdaulicher 
Nahrungsbestandteile  findet  im  Colon  statt, 
welcher  bis  zu 1012 Mikroorganismen aus bis  zu 






geht  der  Colon  ascendens  hervor,  schließt  an  den  Colon  transversum  und  den  distalen  Colon 
descendens.  Zu den Hauptfunktionen des Caecums und des Colons  gehört  die Rückresorption  von 






Der  Dünndarm  ist  ein  durchgehendes  Rohr,  das  im  Inneren  mit  einem  einschichtigen 
hochprismatischen  Säulenepithel  ausgekleidet  ist.  Um  die  Resorptionsfläche  zur  Aufnahme  von 
Nährstoffen  größtmöglich  zu  gestalten,  ist  die  Mukosa  mit  fingerförmigen  Erhebungen,  den 
sogenannten  Zotten  oder  Villi  (Villi  intestinales)  ausgestattet.  Diese  verlaufen  an  der  Basis  in 
verzweigte Drüsen‐ähnliche Einstülpungen, bekannt als Lieberkühn‐Krypten (Glandulae intestinales), 
in denen intestinale lang lebige pluripotente Stammzellen residieren (Johanna Pott & Hornef, 2012). 
Durch  diese  ist  eine  kontinuierliche  Selbstregeneration  des  Epithels  gewährleistet.  Innerhalb  des 
Intestinaltraktes  ist  von  proximal  nach  distal  eine  Verkürzung  der  Zotten  und  eine  Vertiefung  der 
Lieberkühn‐Krypten gegeben (Leonhardt Taschenatlas Anatomie; Labormaus 2004). Somit besitzt das 
Duodenum sehr dichte, hohe blattförmige Zotten und flache Krypten, diese fehlen jedoch gänzlich im 




Muskelschicht  eingebaut,  Muscularis  mucosae,  die  durch  rhythmische  Kontraktionen  und 







der  Trennung  zum Peritonealraum. Die darunter  befindliche Rings‐  und  Längsmuskulatur  kontrolliert  die Durchmischung 
sowie den Weitertransport des Chymus. Zwischen den glatten Muskelschichten befindet sich der Auerbach‐Plexus, der die 
Muskulatur  innerviert.  Die Unterschleimschicht  (Submucosa)  trennt  die  Schleimschicht  (Mucosa)  von  der Muskelschicht. 
Dieser Abschnitt, der den Auerbach‐Plexus enthält,  ist  reich an Nerven‐, Blut‐ und Lymphgefäßen. Die  innere Schicht der 




Die  intestinalen  Epithelzellen  (IECs)  sind  hoch  polarisierte  Zellen,  deren  Plasmamembran  aus  zwei 
funktionell und strukturell diskreten Bereichen besteht (Lodish et al., 2000). Die apikale, dem Lumen 
angrenzende  Seite,  ist  insbesondere  für  die  Aufnahme  von  Nährstoffen  spezialisiert,  während  der 
basolaterale, der Lamina Propria zugewandte Bereich, den Transport an extrazelluläre Flüssigkeiten 








Desmoglein  und Desmocollin  enthalt  (Garrod & Chidgey,  2007),  dienen  der  Zell‐Zell  Adhäsion  und 







pluripotenten  intestinalen  Stammzellen  entspringen  und  die  Funktionen  des  Epithels  vermitteln 
(Abbildung 3): absorptive Zellen (Enterocyten) sowie Goblet‐, Paneth‐ und neuroendokrine Zellen als 




Wetering,  &  Clevers,  2008).  Die  Anzahl  der mukussekretierenden  Gobletzellen  nimmt  entlang  des 
Gastrointestinaltraktes  in  Richtung  des  Colons  zu.  Sie  stellen  10 %  aller  Epithelzellen  im  oberen 
Abschnitt des Dünndarms und ihre Häufigkeit steigt auf etwa 25 % im distalen Colon (Mowat & Agace, 





untersten  Position  der  Basis  der  Lieberkühn‐Krypten  lokalisiert.  Sie  kommen  vor  allem  im  Ileum 
























Tandem  Repeats  wiederholt  werden,  zusammengesetzt  ist.  Insgesamt  werden  zwei  Klassen  von 











aufgebaut.  Eine  innere,  dicht bepackte  Schicht  (in  der Maus etwa 50 µm und  im Menschen einige 











bezeichneten  Stammzellen  sind  an  der  Basis  der  Lieberkühn‐Krypten  lokalisiert  und  im Dünndarm 
abwechselnd mit Paneth Zellen vermischt (Abbildung 4) (Barker et al., 2007). Jede Krypte enthält etwa 
15 CBC‐Zellen und 10 Paneth Zellen (Clevers & Bevins, 2013). Alle 24 h verdoppelt sich eine residente 
mitotisch  aktive CBC‐Zelle  durch  symmetrische  Teilung. Anschließend migrieren  ihre Nachkommen 
entlang der Krypt‐Villi‐Achse aufwärts, wo sie als reife differenzierte Epithelzellen nach 4‐5 Tagen am 
oberen  Ende  der  Villi  ankommen  und  aus  dem  Epithelzellverbund  mittels  Anoikis  ausgeschlossen 
werden (Gilmore, 2005). Dabei wird durch komplexe Remodellierungsprozesse durch Reorganisation 
von  tight  junctions  die  entstandene  Lücke  mit  Nachkommen  wieder  aufgefüllt  (Guan  et  al., 
2011)(Madara, 1990).  Im Gegensatz zu den CBC‐Zellen migrieren die Paneth Zellen zum Grund der 
Krypten  und  werden  alle  3‐6  Wochen  von  bestimmten  sekretorischen  Vorläuferzellen  erneuert 
(Barker, 2014). Zusätzlich zu den CBC‐Zellen residieren an der vierten Position in der Krypte über der 








Zellen  bezeichnet  (Pinto  &  Clevers,  2005)(Kuhnert  et  al.,  2004).  Die  Größe  und  Aktivität  des 
Stammzellpools wird durch die Paneth Zellen reguliert, da die sich teilenden CBC‐Zellen um einen für 
Paneth Zellen vorgegebenem Platz in der Krypte konkurrieren (Clevers & Bevins, 2013). Zudem wurde 












TA  (engl.  transit  amplifying)‐Zellen hervorgehen.  TA Zellen differenzieren kontinuierlich  in die  verschiedenen  intestinalen 
Epithelzelltypen  (Enterozyten,  Goblet  Zellen  und  enteroendokrine  Zellen)  und  liefern  somit  Nachfolger  für  die  an  der 








Der  Darm  repräsentiert  mit  der  höchsten  Anzahl  an  Immunzellen  das  größte  Immunorgan  der 
Säugetiere  (Mowat  &  Agace,  2014).  Das  mukosale  Immunsystem  schützt  die  weite 
Schleimhautoberfläche  vor  dem  Eintreten  fremder  Pathogene,  toxischer  Substanzen, 
immunmodulatorischer  Stimuli  aus der Nahrung und der  kommensalen Mikroorganismen aus dem 
Darmlumen.  Basierend  auf  den  funktionellen  und  anatomischen  Eigenschaften wird  das mukosale 
Immunsystem in induktive Strukturen und Effektor‐Gebiete eingeteilt (McGhee & Fujihashi, 2012). Zu 
den  induktiven  Strukturen  gehört  das  Darm  assoziierte  lymphatische  Gewebe  (engl.  GALT = gut‐
associated lymphoid tissue). Dieser Bereich zählt neben dem Nasopharynx assoziierten lymphatischen 
Gewebe  (engl.  NALT = nasopharynx‐associated  lymphoid  tissue)  und  dem  Bronchus  assoziiertem 
lymphatischen  Gewebe  (engl.  BALT = bronchus‐associated  lymphoid  tissue)  zur  Hauptgruppe  der 
Mukosa  assoziierten  lymphatischen  Gewebe  (engl.  MALT= mucosa‐associated  lymphoid  tissue) 
(McGhee & Fujihashi, 2012)(Smith, MacDonald, & Blumberg, 2013). Die induktiven Bereiche des GALT 




spezialisierte  Epithelzellen  (M‐Zellen),  die  zur  Aufnahme  von  Antigenen  und  deren  Transport  zu 
Antigen‐präsentierende dendritische Zellen (DCs) fungieren. 






unterschiedlichen  sekretorischen  Zellen  als  primäre  „Verteidigungslinie“.  Die  Lamina  Propria  enthält  als  weiteres 





Intestinale  Epithelzellen  (IECs)  sind  zentrale  Regulatoren  bei  der  Bildung  und  Erhaltung  einer 
physischen und biochemischen Barriere und bei der Koordination  fundamentaler  immunologischer 
Prozesse  (Peterson  &  Artis,  2014).  Diese  Aufgabe  wird  zum  einen  durch  die  Vielzahl  der 
unterschiedlichen  spezialisierten  sekretorischen  Epithelzelltypen  bewerkstelligt  (Abb. 3,  5).  Anti‐




luminaler  Komponenten  und  der  Erkennung  von  Pathogenen  (Abschnitt  1.2.5)  eine  gezielte 
Regulierung intestinaler Immunzellen. Epithelzellen sind in der Lage mit intraepithelialen Lymphozyten 





CD8αβ+  T‐Zellen  in  der  Selektion  und  Akkumulierung  einer  hoch  Antigen‐sensitiven  CD8  T‐
Zellpopulation resultiert (Huang et al., 2011). Des Weiteren sind IECs unter anderem an der Reifung 
naiver B‐Zellen durch Priming von DCs, an der Entwicklung von Makrophagen und DCs mit tolerogenen 
Eigenschaften,  Differenzierung  von  regulatorischen  T‐Zellen  sowie  an  der  Regulierung  von 
angeborenen  lymphoiden  Zellen,  den  ILCs  (engl.  Innate  lymphoid  cells)  beteiligt  (Peterson & Artis, 
2014).  
 
Abbildung 6:  Intestinale Epithelzellen  regulieren die  angeborene und adaptive  Immunität des Darmes. Die Erhaltung der 
intestinalen  Homöostase  und  die  Abwehr  von  invadierenden  Pathogenen  wird  durch  eine  Vielzahl  an  intestinalen 
Immunzellen  reguliert,  die  direkt  oder  indirekt  über  IECs  gesteuert  werden.  Durch  die  Produktion  diverser  Cytokine 
konditionieren  Epithelzellen  dendritische  Zellen  und  Makrophagen,  welche  die  Differenzierung  naiver  CD4+  T‐Zellen  in 
regulatorische T‐Zellen und deren Expansion fördern. Ebenso wird die Reifung von B‐Zellen in IgA sekretierende Plasmazellen 
induziert. Die Regulation der angeborenen  Immunität umfasst die Cytokin‐vermittelte Stimulierung oder Suppression von 












Phänotyp  während  der  Entwicklung  im  Thymus,  wohingegen  induzierte  IELs  Nachkommen 
konventioneller T‐Zellen sind, die in mesenterischen Lymphknoten oder den Peyer´schen Plaques nach 























von  bakteriellen,  parasitären,  viralen  oder  körpereigenen  Komponenten  beteiligt  (Johanna  Pott  & 
Hornef,  2012). Die  Expression von  sogenannten Mustererkennungsrezeptoren  (engl.  PRR = Pattern 
Recognition Receptor) auf der Epithelzelloberfläche oder in Endosomen ermöglicht durch Induktion 
intrinsischer  Signalwege  eine  aktive  Steuerung  der  mukosalen  Immunantwort.  Die  am  besten 
erforschten  Mitglieder  gehören  der  Familie  der  Toll‐ähnlichen  Rezeptoren  (engl.  TLR  =  Toll‐like 
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receptor) an (Abreu, 2010). Nach Einleitung der TLR‐Signalwege werden zwei wichtige Familien von 
Transkriptionsfaktoren aktiviert, die  Familie der nukleären  Faktoren‐κB  (NF‐κB) und die  Interferon‐
regulatorischen  Faktoren  (IRFs).  Ebenso  sind  CREB  (engl.  cyclic  AMP‐responsive  element‐binding 
protein)  und  AP1  (engl.  activator  protein  1)  als  Transkriptionsfaktoren  von  Bedeutung  (O’Neill, 
Golenbock, & Bowie, 2013). Weitere Familien bilden die zytosolischen NOD‐ähnlichen Rezeptoren mit 
den  Mitgliedern  NOD1  und  NOD2  und  die  RIG‐I‐ähnlichen  Rezeptoren  (Claes,  Zhou,  &  Philpott, 
2015)(Dixit & Kagan, 2013). Mitglieder der TLR‐Familie (TLR2, TLR3, TLR4, TLR5 und TLR9) können in 
murinem Dünndarmgewebe nachgewiesen werden (Johanna Pott & Hornef, 2012). Studien mit TLR‐
defizienten  Mäusen  konnten  in  einem  DSS‐basierten  Colitis  Modell  zeigen,  dass  die  mikrobielle 
Erkennung zum Schutz gegen intestinale Entzündungen, zur Reparatur epithelialer Schäden und zur 
Regulierung der Homöostase im Darm dient (Abreu, 2010)(Rakoff‐Nahoum, Paglino, Eslami‐Varzaneh, 
Edberg,  &  Medzhitov,  2004).  Neben  den  schützenden  Wirkungen  sind  die 







Glykoproteine  auf  der  Oberfläche  werden  als  Virus‐assoziiertes  molekulares  Muster  (PAMPs  = 
Pathogen  Associated  Molecular  Patterns)  durch  TLRs  und  andere  Mustererkennungsrezeptoren 
erkannt (Akira, Uematsu, & Takeuchi, 2006). Poly(I:C) ist ein synthetisches Analog zu viraler dsRNA und 









nur  in  der Maus  statt  (Trudler,  Farfara,  &  Frenkel,  2010).  In  konventionellen  dendritischen  Zellen 






rekrutiert.  Die  Interaktion  von  TRIF  mit  TNF  receptor‐associated  factor  3  (TRAF3)  und  der  Kinase 
receptor‐interacting protein 1 (RIP‐1) leitet zwei unterschiedliche Signalwege ein. Zum einen aktiviert 
TRAF3 die Kinasen TRAF  family‐member‐associated NF‐kB activator  (TANK)‐binding kinase 1  (TBK1) 
und IKK‐i, wodurch diese direkt IRF3 und IRF7 phosphorylieren (McWhirter et al., 2004; Sharma et al., 
2003). Zum anderen aktiviert RIP1 NF‐κB (Meylan et al., 2004). Bildung von IRF3/IRF7 Homodimeren 
nach  Phosphorylierung  führt  zur  Translokation  dieser  in  den  Nukleus  und  Bindung  an  ISRE  (engl. 
Interferon  Stimulated  Response  Element)  Promotorelemente,  was  in  der  Expression  von  Typ I 
Interferonen resultiert. Die Detektion von dsRNA im Cytoplasma erfolgt über den cytoplasmatischen 







Signalkaskaden, die beide  in der Produktion von proinflammatorischen Cytokinen und Typ I  Interferonen  resultieren. Die 








Poly(I:C) und virale  gereinigte doppelsträngige RNA  schwerwiegende mukosale  Schäden  induzieren 
und  diese  Auswirkungen  direkt  TLR3  abhängig  sind  (Zhou, Wei,  Sun,  &  Tian,  2007).  Die mukosale 
Signalkaskade,  welche  durch  Poly(I:C)  zur  Zerstörung  der  Epithelzellen  führt,  wurde  in  vivo  in  der 




al.,  2013).  Studien  in  TLR3‐  und  TRIF‐defizienten  Mäusen  zeigten,  dass  die  Apoptose  über  die 









C‐Typ  Lektin‐ähnliche  Rezeptoren  (engl.  C‐type  lectin‐like  receptors  (CTLRs))  repräsentieren 
glykosylierte Transmembranproteine mit einer Typ II Topologie. Diese sind zusammengesetzt aus einer 
aminoterminalen  cytoplasmatischen  Domäne  gefolgt  von  einer  Transmembrandomäne  und  einer 
extrazellulären  Stielregion  (engl.  stalk)  variabler  Länge,  die  als  flexibler  Linker  zur  am  C‐Terminus 
lokalisierten  C‐Typ  Lektin‐ähnlichen  Domäne  (CTLD)  grenzt  (Abbildung  8A)  (Iizuka,  Naidenko, 
Plougastel, Fremont, & Yokoyama, 2003; Wayne M Yokoyama & Plougastel, 2003; Zelensky & Gready, 
2005). Im Genom werden diese Bereiche in der Regel auf fünf oder sechs Exons kodiert (Kirkham & 
Carlyle,  2014).  Funktionelle  Proteine  existieren  als  Homo‐  oder  Heterodimere,  die  über  hoch 
konservierte,  intermolekulare  Disulfidbrücken  innerhalb  der  Stalk‐Region  verknüpft  sind.  Die 
charakteristische Faltung einer CTLD ist repräsentativ in Abb. 8B anhand der Struktur des murinen C‐
Typ  Lektin‐ähnlichen  Moleküls  Clr‐g  dargestellt  (Skalova  et  al.,  2012).  Typischerweise  wird  eine 
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doppelte  Schleifenstruktur  (loop‐in‐loop)  gebildet,  bestehend  aus  zwei  α‐Helices  und  zwei  anti‐
parallelen ß‐Faltblättern. Dabei besteht  jedes ß‐Faltblatt aus drei β‐Strängen. Die gesamte Domäne 
bildet eine Schleife mit den beiden β‐Strängen am C‐ und N‐Terminus (β1 und β5), die sich annähern 
um  eine  antiparalleles  β‐Faltblatt  zu  formen.  Die  zweite  Schleife,  genannt  long‐loop‐region,  liegt 
innerhalb der Kerndomäne und beginnt und endet etwa an der gleichen Stelle. 
 
Abbildung  8:  Aufbau  und  Struktur  von  C‐Typ  Lektin‐ähnlichen  Rezeptoren.  (A)  Dargestellt  ist  die  aminoterminale 
cytoplasmatische  Domäne  (Cyto),  gefolgt  von  der  Transmembrandomäne  (TM),  der  extrazellulären  flexiblen  Stielregion 
(Stalk) und der carboxyterminalen C‐Typ Lektin‐ähnlichen Domäne (CTLD). (B) Dimere Struktur der C‐Typ Lektin‐ähnlichen 
Domänen (I und II) des murinen Protein Clr‐g. Dargestellt ist die Sekundärstruktur, die eine doppelte Schleifenstruktur mit 
zwei α‐Helices  und  zwei  anti‐parallelen ß‐Faltblättern  aufzeigt. Modifiziert  nach  Skálová  et  al.,  2012  sowie  Zelensky und 
Gready, 2003 (Skalova et al., 2012; Zelensky & Gready, 2005). 
 













Kohlenhydrate  fungiert,  fehlen bei den C‐Typ Lektin‐ähnlichen Molekülen die  vier  zur Ca2+‐Bindung 
notwendigen  Bindestellen  komplett  (Weis  &  Drickamer,  1996).  Diese  atypischen  C‐Typ  Lektine 
besitzen somit nicht mehr die Fähigkeit Kohlenhydrate zu binden, sondern interagieren mit Proteinen 
als primäre Liganden (Wayne M Yokoyama & Plougastel, 2003; Zelensky & Gready, 2005). Aufgrund 









Komplexität  und  Diversität  in  Bezug  auf  Gene  und  Regionen  aufweist.  Die  Genloci  sind  innerhalb 
verschiedener Spezies hoch konserviert, was die Genorientierung, Anordnung, Position, Struktur und 





CD94/NKG2D  und  CLEC2  (engl.  C‐type  lectin‐like  2)  Familien  (Kelley,  Walter,  &  Trowsdale,  2005; 
Kirkham  &  Carlyle,  2014; Wayne M  Yokoyama  &  Plougastel,  2003).  Neben  dem  NKC  existiert  ein 









Zellen  exprimiert  werden,  und  Mitglieder  der  CLEC2  Familie,  die  ein  breiteres  Expressionsmuster 
aufweisen.  In  der Maus  sind  im  NKC  insgesamt  zehn  Vertreter  der  CLEC2  Familie  (Clec2d‐Clec2k) 
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zwischen den Genen Klrb1a  (Nkrp1a) und CD69  (CD69)  lokalisiert. Diese kodieren sieben potenziell 
funktionelle Proteine, die als C‐Typ Lektin‐ähnliche (engl. Clr = C‐type lectin related) Moleküle bekannt 
sind, darunter Clr‐a (kodiert durch Clec2e), Clr‐b (Clecd), Clr‐c (Clec2f), Clr‐d (Clec2g), Clr‐f (Clec2h) und 








Paaren,  die  durch  Repräsentanten  der Nkrp1  und  der  CLEC2  Familie  gestellt werden  (Iizuka  et  al., 
2003). Von besonderer Bedeutung ist die Kreuzreaktivität der murinen Nkrp1 Rezeptoren mit den Clr 
Molekülen als Liganden, die nicht im humanen System vorkommt. So bindet Nkrp1f an Clr‐c,‐d,‐g und 















Lektin)  und  LLT1  (CLEC2D,  aus  dem  engl.:  Lektin‐ähnliches  Transkript  1)  jeweils  an  die  NK‐Zell 
Rezeptoren NKp80 (KLRF1) (Bartel, Bauer, & Steinle, 2013; Klimosch, Bartel, Wiemann, & Steinle, 2013; 
Welte, Kuttruff, Waldhauer, & Steinle, 2006), NKp65 (KLRF2) (Bauer, Spreu, Rohe, Vogler, & Steinle, 
2015;  Spreu  et  al.,  2010)  und  NKR‐P1A  (CD161  (KLRB1))  (David  B.  Rosen,  Jayaram  Bettadapura, 
Mohammed  Alsharifi,  Porunelloor  A.  Mathew,  2005;  Hatice  Aldemir,  Virginie  Prod’homme  & 
Dumaurier,  Christelle  Retiere,  Gwenola  Poupon,  Julie  Cazareth,  2005;  Rosen  et  al.,  2008).  Andere 
Mitglieder der KLR Rezeptorfamilie, darunter murine Ly49 Rezeptoren und der aktivierende NK‐Zell 
Rezeptor  NKG2D,  erzielen  ihre  Funktion  durch  Bindung  an  Glykoproteine  mit  einer  MHC‐Klasse‐I 


















(David  B.  Rosen,  Jayaram  Bettadapura, 
Mohammed  Alsharifi,  Porunelloor  A. 
Mathew,  2005;  Hatice  Aldemir,  Virginie 
Prod’homme  &  Dumaurier,  Christelle 


































(Y.  Li, Wang, Chen, Brown, & Mariuzza, 2013) und  ist  aufgrund der hohen Sequenzverwandtschaft 
repräsentativ für alle genetisch verknüpften NKRP1‐CLEC2 Paare. Die bivalente Interaktion eines KACL 
Homodimers  mit  zwei  NKp65  Molekülen  zeigt  eine  symmetrische  schmetterlingsähnliche  Form. 
Studien in der Arbeitsgruppe Steinle zeigten, dass NKp65 Homodimere ausbildet und bei Interaktion 
mit KACL an einem Tyrosin phosphoryliert wird (Bauer, Wotapek, Zöller, Rutkowski, & Steinle, 2017). 
Unter  den Maus  Clr‐Molekülen  ist  Clr‐b  am  besten  erforscht.  Die  Expression  von  Clr‐b  sowohl  in 
hämatopoetischen  als  auch  nicht‐hämatopoetischen  Geweben  zeigt  eine  breite  Gewebeverteilung 
(Leibelt et al., 2014). Auf malignen, gestressten oder viral infizierten Zellen konnte eine reduzierte Clr‐
b  Expression  beobachtet  werden  (Carlyle  et  al.,  2004;  Fine  et  al.,  2010).  Die  somit  verminderte 
Interaktion  des  Clr‐b  Moleküls  mit  dessen  inhibierenden  Rezeptor  Nkrp1d  resultiert  in  einer 




self“)  von  NK‐Zellen  vorgeschlagen  (Carlyle  et  al.,  2004;  B.  F.  M.  Plougastel  &  Yokoyama,  2006). 
Unterstützung zu dieser Annahme lieferte eine erst kürzlich publizierte Studie unter Verwendung eines 
Knochenmark  Transplantationsmodells  (Chen  et  al.,  2015b).  Es  wurde  eine  besondere  und  nicht 
redundante Rolle  für die Clr‐b/Nkrp1d  Interaktion bei der Erkennung von hämatopoetischen Zellen 
aufgezeigt.  In  unserer  Arbeitsgruppe  wurde  erst  kürzlich  gezeigt,  dass  Clr‐f  ausschließlich  auf  der 
Oberfläche  von  differenzierten  intestinalen  Epithelzellen  vorzufinden  ist  (Leibelt  et  al.,  2014).  Die 
Bindung  von  Clr‐f  an  dessen  Rezeptor  Nkrp1g  führte  zur  Inhibierung  der  Effektorantworten  von 
Nkrp1g+ Zellen. Die selektive Expression von Nkrp1g auf einer CD103+ intestinalen IEL Subpopulation 
lässt zu der Annahme kommen, dass dieses im gleichen Gewebe lokalisierte Rezeptor‐Liganden‐Paar 
explizit  zur  Immunüberwachung des Darmes  in Mäusen beitragen könnte. Bislang sind die meisten 










dass  die  Expression  der  Clec2e  mRNA‐Transkripte,  ebenso  wie  die  Clec2d  (kodierend  für  Clr‐b) 
Transkripte, durch hoch aktive Hammerhead Ribozyme posttranskriptionell reguliert wird. Das aktive 








Spaltungsversuchen  spaltete  die  3´UTR  jedoch das Clec2e‐Transkript  im Vergleich  zu Clec2d nur  in 





Zhang  et  al.,  untersuchte  im  Jahre  2012  die  Expression  der  Clr  Moleküle  auf  Transkriptebene.  In 
Übereinstimmung mit den Ergebnissen von Dr. Stefan Leibelt in unserer Arbeitsgruppe konnte für Clr‐
a eine restringierte Expression der Transkripte im Darm aufgezeigt werden (Q Zhang, Rahim, Allan, Tu, 
&  Belanger,  2012).  Zhang  beschrieb  jedoch,  dass  die  Clec2e‐Transkripte  nur  schwach  exprimiert 
wurden. Zur Interaktionsanalyse der phylogenetisch und funktionell konservierten Rezeptoren Nkrp1f 
und Nkrp1g in der Maus und in der Ratte wurden 293T unter anderem transient mit Clec2e cDNA (mit 




verwandte  Protein  und  beide  Proteine  bilden  einen  separaten  phylogenetischen  Stamm  aus  (B. 
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Plougastel et al., 2001). In Abbildung 10 ist ein Sequenzvergleich der homologen AS‐Sequenzen con 
Clr‐a  und  Clr‐f  in  der Maus  und  in  der  Ratte  dargestellt.  Die  für  C‐Typ  Lektin‐ähnliche  Rezeptoren 
charakteristischen Eigenschaften („WIGL“‐Motif, konservierte Cysteine, siehe Abschnitt 3.1) sowie die 
N‐Glykosylierungsstellen  sind  hervorgehoben.  Die  Vorhersagen  der  Glykosylierungsstellen  erfolgte 






Domäne  (Cyto),  einer  Transmembrandomäne  (TM),  einem  Stalk‐Bereich  (stalk)  und  der  carboxyterminalen  C‐Typ  Lektin‐
ähnlichen Domäne (CTLD) aufweist. (C) Vergleich der AS‐Sequenzen von Clr‐a und Clr‐f in der Maus (mClr‐a, mClr‐f) und in 
der  Ratte  (rClr‐a,  rClr‐f).  Konservierte  Cysteine  sind  grau  hinterlegt,  das  charakteristische  „WIGL“‐Motif  sowie  die 
N‐Glykosylierungsstellen  mit  einem  Kasten  umrandet.  100 %  Übereinstimmung  der  AS  ist  mit  einem  Sternchen  (*) 

















sieben  Clr‐Moleküle  umfassen  (B.  Plougastel  et  al.,  2001).  Die  Expression  und  Funktion  einiger 
Vertreter der CLEC2 Familie ist bislang nur unzureichend oder gar nicht charakterisiert. Studien sowohl 
beim Menschen als auch bei der Maus zeigten, dass einige Vertreter der CLEC2 Proteinfamilie vor allem 






Clr‐a  Molekül  war  zu  Beginn  der  Arbeit  aus  der  Literatur  nichts  bekannt.  Vorarbeiten  in  der 
Arbeitsgruppe  Steinle  deuteten  auf  eine  gewebespezifische  mRNA  Expression  von  Clec2e  im 
Dünndarm und Kolon der Maus sowie auf eine verminderte Oberflächenexpression im Vergleich zu 











und  eine  mögliche  Funktion  des  Maus  Moleküls  Clr‐a  charakterisieren  und  damit  auch  zu  einem 
besseren Verständnis der biologischen Relevanz der CLEC2‐Familienmitglieder  insgesamt beitragen. 







Bezeichnung  Spezifität  Isotyp (Spezies)  Herkunft (Hersteller) 
Aktin‐HRP  Aktin  IgG1 (Ziege)  Santa‐Cruz Biotechnology (Santa Cruz, USA) 
M2  FLAG‐Peptid  IgG1 (Maus)  Sigma‐Aldrich (St. Louis, USA) 
M2‐bio  FLAG‐Peptid  IgG1 (Maus)  Sigma‐Aldrich (St. Louis, USA) 
EpCAM‐A20  EpCAM    Santa Cruz Biotechnology (Dallas, 
TX) 
Clr‐f 10A6  Clr‐f  IgG2a (Ratte)  laboreigene Herstellung 
Clr‐a 2E3  Clr‐a  IgG2a (Ratte)  eigene Herstellung 
Clr‐a 4G7  Clr‐a  IgG2a (Ratte)  eigene Herstellung 
Clr‐a/Clr‐f 3C7  Clr‐a und Clr‐f  IgG2b (Ratte)  eigene Herstellung 




7G5  NKp65  IgG1 (Maus)  laboreigene Herstellung 
5D12  NKp80  IgG1 (Maus)  laboreigene Herstellung 






CD45.2‐PE  CD45  IgG2a (Maus‐SJL)  BioLegend (London, UK) 
CD45.2‐PerCP  CD45  IgG2a (Maus‐SJL)  BioLegend (London, UK) 
CD56‐PE  CD56  IgG1 (Maus)  Beckman Coulter (Brea, USA) 
CD103‐APC  CD103  IgG  (armenischer 
Hamster) 
BioLegend (London, UK) 








Bezeichnung  Spezifität  Isotyp (Spezies)  Herkunft (Hersteller) 
Maus IgG‐APC  IgG  IgG F(ab)2 (Ziege)  Jackson  Immunoresearch  (West  Grove, USA) 
Maus IgG‐PE  IgG  IgG F(ab)2 (Ziege)  Jackson  Immunoresearch  (West  Grove, USA) 
Maus IgG‐HRP  IgG  IgG F(ab)2 (Ziege)   Jackson  Immunoresearch  (West  Grove, 
USA) 
Ziege IgG‐HRP  IgG  IgG  F(ab)2 
(Kaninchen) 
Jackson  Immunoresearch  (West  Grove, 
USA) 
Maus IgG‐Cy3  IgG  IgG F(ab)2 (Ziege)  Jackson  Immunoresearch  (West  Grove, 
USA) 
Ratte‐IgG‐AF647  IgG  IgG F(ab)2 (Maus)  Jackson  Immunoresearch  (West  Grove, 
USA) 
Ratten‐IgG‐HRP  IgG  IgG F(ab)2 (Ziege)  Jackson  Immunoresearch  (West  Grove, 
USA) 















































































































































Sterilwerkbänke  Integra  Biosciences  (Zizers,  Schweiz)  &  Thermo 
Fischer Scientific (Rockford, USA) 





























































































































































































































































































































































































































































































































































Penicillin/Streptomycin  PAA  (Pasching,  Österreich),  LONZA  (Köln,  Deutschland),  Sigma 
(Steinheim, Deutschland) 
RPMI 1640  PAA  (Pasching,  Österreich),  LONZA  (Köln,  Deutschland),  Sigma 
(Steinheim, Deutschland) 
   43 






Hy5   Hy4   Hy3   Hy2   Hy1  
75% RPMI   80% RPMI   85% RPMI   80% RPMI   90% RPMI  
10% FCS   10% FCS   10% FCS   20% FCS   10% FCS  
10% CPSR‐3   5% CPSR‐3   5% CPSR‐3   ‐   ‐  
5% HES   5% HES   ‐   ‐   ‐  



































































Verwendung  von  peqGOLD  TriFast  mithilfe  einer  optimierten  Guanidinisothiocyanat/Phenol‐
Methode.  Abhängig  davon  ob  Zellen  oder  Gewebe  homogenisiert  werden  sollte,  erfolgte  die 
Homogenisierung  unter  Zugabe  von  1‐3 ml  TriFast.  Das  aufzuschließende  Gewebe/Zellen  wurden 
entweder  in  der  phenolhaltigen  Homogenisierungslösung  für  10 min  inkubiert  oder mithilfe  eines 
GentleMACSTM Dissociators unter Verwendung eines RNA‐Programms (Programm 1 für frische Proben, 
Program 2 für eingefrorene Proben) mechanisch aufgeschlossen. Für letztere wurden die Gewebe im 
GentleMACSTM M‐Röhrchen  in  1‐3 ml  TriFAST  aufgenommen.  Zuvor  wurden  die  Zellen  zweimal  in 
eiskaltem  PBS  (1x)  gewaschen.  Gewebe  wurden  ebenfalls  in  PBS  (1x)  gespült.  Zugabe  von  200 µl 
Chloroform  auf  1 ml  TriFast,  mehrmaliges  Invertieren  und  Zentrifugation  für  15 min  bei  4 °C  und 
12000xg diente der anschließenden dreischichtigen Phasentrennung. In der oberen wässrigen Phase 
ist die RNA vorzufinden, die untere Phenol‐Chloroform‐Phase und die mittlere Interphase enthalten 
DNA und Proteine.  Etwa 70 % der  oberen RNA‐haltigen Phase wurden  abgenommen und  die  RNA 
durch  Zugabe  von  200 µl  Chloroform  extrahiert.  Zur  Fällung  der  RNA  wurden  500 µl  Isopropanol 
hinzugegeben und die Probe für 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die RNA wurde durch 15 min 
Zentrifugation  pelletiert  bei  4°C  und  12000xg  und  anschließend  mit  800 µl  75 %igem  Ethanol 
gewaschen. Nach  dem nächsten  Zentrifugationsschritt wurde  das  RNA‐Pellet  unter  dem  Luftstrom 






Zur  Konzentrationsbestimmung  von  RNA  und  DNA  wurde  das  Nanophotometer‐UV/VIS‐
Spektralphotometer  der  Firma  IMPLEN  verwendet.  Anhand  des  Absorptionsmaximums  von 
Nukleinsäuren  bei  260 nm  (A260)  und  des  Extinktionskoeffizienten  für  RNA  bzw.  DNA  wurde  die 
Konzentration  bestimmt.  Anhand  des  Quotienten  A260/A280  konnte  die  Probe  auf  eventuelle 
Proteinverunreinigungen geprüft werden. Bei  einer  reinen RNA‐Probe  liegt der Quotient bei 2,  bei 




Zur  Entfernung  von  restlichen DNA‐Kontaminationen  aus  einer  präparierten  RNA‐Probe wurde  die 
Probe mit RNAse‐freier DNAseI behandelt. DNAseI ist eine Endonuklease, die Doppel‐ und Einzelstrang 
DNA in Oligo‐ und Mononukleotide hydrolisiert. Hierfür wurde zu 1 µg RNA 1 U DNAseI und 1 µl 10x 






Zur  Synthese  von  cDNA wurde  zu  den  11 µl  DNase‐behandeltem RNA‐Ansatz  2 µl  dNTPs  (10 mM), 
2,4 µl zufällig angeordnete Hexadesoxynukleotide (Random‐Oligonukleotide, Stammlösung 100 ng/µl) 
sowie  14 µl  RNAse‐freies  Wasser  dazugegeben.  Zur  Auflösung  der  RNA‐Sekundärstruktur  und 
Anlagerung der Random‐Oligonukleotide wurde der Ansatz 5 min bei 65°C  inkubiert. Anschließend 
wurden zum Ansatz 8 µl 5x M‐MLV‐Puffer und 20 U RNAsin (0,5 µl, RNAse Inhibitor) hinzugegeben und 
die  Probe  für  2 min  bei  RT  inkubiert.  Der Ansatz wurde halbiert  und  zu  einem Ansatz  1 µl M‐MLV 
Transkriptase  (+RT),  zum  anderen  Ansatz  1 µl  Wasser  (‐RT)  pipettiert.  Die  Herstellung  der  cDNA 
























interkalierende  Fluoreszenzfarbstoff  lagert  sich  an  die  DNA  an,  der  DNA‐SYBR‐Green  I‐Komplex 
absorbiert  blaues  Licht  bei  einer  Wellenlänge  von  494  nm  und  emittiert  grünes  Licht  bei  einer 
Wellenlänge von 521 nm. Für den RT‐PCR Ansatz wurden pro Ansatz ein Mix vorbereitet (20 µl) aus 
RNAse‐freiem Wasser, dem entsprechendem Forward‐ und Reverse‐ Primer (200‐300 nM) und dem 
FastStart  Universal  SYBR‐Green  Master  Mix  (1x).  Der  FastStart  Universal  SYBR‐Green  Master  Mix 
enthält  den  SYBR‐Green  I  Farbstoff,  die  FastStart  Taq  DNA  Polymerase,  dNTPs  und  eine  passive 
Referenzkontrolle  (ROX‐Farbstoff). Die Ansätze wurden  in  einer  für  die  RT‐PCR  speziellen  96‐Loch‐
Platte verteilt. Die +RT wurde in Triplikaten, die –RT in Unikaten verteilt. Hinzu wurden jeweils 5 µl an 
cDNA pipettiert. Nach der cDNA‐Synthese  (Abschnitt 3.1.3) wurde die  cDNA 1:5 bis 1:50 verdünnt, 
sodass  die  exponentielle  Phase  der  Kontrollen  jeweils  bei  einem  ähnlichen  Ct‐Wert  startete.  Dies 
entsprach  einer  cDNA  Menge  von  25  ng  pro  Well.  Anschließend  wurde  die  Platte  mit  einer 



































dieses  PCR‐Produkt  als  Mega‐Primer  in  einer  linearen  Amplifizierungsreaktion  in  das  gewünschte 





























































Der  Restriktionsverdau  mit  Endonukleasen  wurde  während  eines  Klonierungsprozesses  oder  zur 
analytischen  Überprüfung  einer  bereits  klonierten  Plasmid‐DNA  verwendet.  Der  analytische 
Restriktionsverdau erfolgte für 2‐3 h bei 37°C im Wasserbad. Dabei wurden 2 µg Plasmid‐DNA mit 5‐
















Verhältnis  von  Insert  zu  Vektor  betrug  3:1  sowie  5:1.  Dabei  wurden  25‐100 ng  an  Vektor  pro 










Die  Linearisierung  von  Plasmid‐DNA  wurde  vorwiegend  für  die  stabile  Transfektion  von  Zellen 
vorgenommen.  Dabei  wurden  pro  Ansatz  20  µg  Plasmid‐DNA  mit  5 U  Restriktionsenzym  pro  µg 
eingesetzter DNA in einem Gesamtvolumen von 100 µl über Nacht bei 37 °C im Wasserbad gespalten. 
Der  jeweils  zu  verwendende  Restriktionspuffer  wurde  1x  eingesetzt.  In  der  Regel  wurden  40 µg 
Plasmid‐DNA  verdaut.  Anschließend  wurde  das  Restriktionsenzym  nach  Herstellerangaben 
hitzeinaktiviert und die Plasmid‐DNA gefällt. Die Fällung erfolgte mit 0,1 Volumen 3 M Natriumacetat 
und 2,5 Volumen Ethanol  für  2‐8 h  bei  ‐20 °C. Anschließend wurde die DNA  in der  Tischzentrifuge 
pelletiert (13000 rpm, 15 min, 4 °C) und nach Waschen mit 70 %‐igem eiskaltem Ethanol (13000 rpm, 













DNA‐Proben  wurden  mit  Orange  G‐Ladepuffer  (1x)  versetzt,  um  den  Auftrennungsprozess  zu 
visualisieren. Abhängig von der Anzahl der Kämme erfolgte die elektrophoretische Auftrennung für 30‐









ersten  Schritt  in  dem  entsprechenden  Volumen  an  Kit  QG‐Puffer  aufzulösen.  Die  Durchführung 
erfolgte nach Herstellerangaben. Die Elution erfolgte in 30 µl Kit‐Elutionspuffer. 





Transformation  bezeichnet  das  Einschleusen  von  fremder  DNA  in  Bakterien.  Es  wurden  chemisch 
kompetente E. coli des Stammes Top10 oder DH5  verwendet. Zur Transformation wurden pro Ansatz 
50 µl  Bakterien  auf  Eis  aufgetaut  und  mit  1 µl,  2 µl  oder  5 µl  PCR‐Ansatz  nach  Mutagenese,  1‐
5 µl Ligationsansatz oder 10‐20 ng Plasmid‐DNA bei einer Retransformation versetzt. Nach einer 20 












































Zur  Isolation  bakterieller  Plasmid‐DNA  wurde  nach  Animpfen  von  2‐3 ml  Antibiotika‐haltigem  LB‐




Plasmid mit  30 µl  des  im  Kit  vorliegenden  Elutionspuffers  eluiert.  Nach  Präparation  im Mini/Midi‐
Format  wurde  das  Plasmid‐Pellet  in  100‐300 µl  Nuklease‐freiem  Wasser  aufgenommen.  Die 


















genutzt  wurden,  erfolgte  mittels  Immobilisierter‐Metallionen‐Affinitätschromatografie  (engl. 
immobilized metal  ion  affinity  chromatography  =  IMAC).  Dieses  Verfahren  beruht  auf  der  starken 
Affinität des Histidins für Metallionen. Die Reinigung erfolgte unter Verwendung einer 1 ml Ni2+‐NTA‐
Säule  (HisTrapTM  FF)  im  vollautomatisierten  Äkta‐Purifier‐System.  Der  zu  aufreinigende 
Zellkulturüberstand  wurde  1:1  mit  Bindepuffer  versetzt,  steril  filtriert  und  mittels  Auftragspumpe 
(1‐3 ml/min) auf die Säule aufgetragen. Zuvor wurde die Säule mit 5 Säulenvolumen (engl. CV = column 
volume)  Bindepuffer  (1 ml/min)  äquilibiriert.  Nach  dem  Probenauftrag wurde  die  Säule mit  10 CV 
Bindepuffer gewaschen. Der Durchfluss wurde gesammelt, um das restliche nicht‐gebundene lösliche 
Protein  in  weiteren  Reinigungsprozessen  vollständig  aus  dem  Zellkulturüberstand  zu  reinigen.  Die 
Elution  erfolgte  zunächst  mit  10 %  (50 mM  Imidazol,  5 CV,  1 ml/min)  und  anschließend  mit  35 % 
(175 mM  Imidazol,  10 CV,  1 ml/min)  Elutionspuffer  und  die  einzelnen  Elutionsfraktionen  (1,5 ml) 
wurden  automatisiert  in  15 ml  Falcons  gesammelt.  Anschließend wurde  die  Säule mit  5 CV  100 % 
(500 mM Imidazol) Elutionspuffer regeneriert. Der Verfolgung und Auswertung des Reinigungsverlaufs 









zweimaligem  Waschen  der  Säule  mit  jeweils  20 ml  Fc‐Bindepuffer  wurden  die  humanen IgG1 Fc 
Fusionsproteine mit 10 ml Fc‐Elutionspuffer (pH 2,7) eluiert. Zur Neutralisierung des pH‐Wertes des 
Eluats  wurde  in  die  15 ml  Falcons,  in  denen  die  Probe  eluiert  wurde,  4 ml  HEPES  Puffer  (pH  9,0) 





unter  Verwendung  von  1  ml  Protein  G  Säulen  in  einem  vollautomatisierten  Äkta‐Purifier‐System 
gereinigt. Die Säule wurde mit 5 SV Protein G‐Bindepuffer äquilibriert und die Proteinprobe, die zuvor 
über Nacht gegen Protein G‐Bindepuffer dialysiert wurde, anschließend mit 1‐2 ml/min auf die Säule 







Die  Größenausschlusschromatographie  dient  der  Trennung  von  Molekülen  nach  ihrer  Größe  und 
wurde in dieser Arbeit als zweiter Reinigungsschritt zur Reinigung der löslichen 6xHis‐markierten Clr‐a 
Ektodomänen  nach  der  Metallchelat‐affinitätschromatographie  verwendet.  Die  Reinigung  erfolgte 
vollautomatisiert in einem Äkta‐Purifier‐System unter Verwendung einer HiLoad 16/60 Superdex 200 
prep  grade  Säule.  Die  in  Ethanol  gelagerte  Säule  wurde  zunächst mit Wasser  gewaschen  und  die 
Äuqilibrierung erfolgte mit 1 SV 1x PBS. Die Proteinprobe wurde nach manueller Injektion durch Spülen 
des Loop‐Injektions‐Systems mit 1x PBS auf die Säule geladen und mit 1,2 SV PBS mit einer Flussrate 





















durch  Inkubation  für  30  min  auf  Eis  mit  mehrmaligem  Vortexen.  Anschließend  wurde  durch 
Zentrifugation  bei  13000 rpm  für  15 min  bei  4°C  der  Zellschrott  pelletiert  und  die  gewonnene 
Proteinlösung  in  ein  neues  Eppendorf‐Gefäß  überführt.  Die  Proteinkonzentration  wurde  mittels 
Bradford ermittelt. 
Zur Herstellung von Proteinlysaten aus intestinalem Gewebe nach Behandlung der Mäuse mit PBS oder 
Poly(I:C)  wurde  ein  Teil  des  frischen  Gewebes  in  ein  gentleMACSTM  M‐Röhrchen  überführt.  Nach 
Zugabe von 1‐2 ml RIPA‐Puffer wurden die Zellen  im gentleMACSTM Dissociator aufgeschlossen. Die 





Die  Bestimmung  der  Proteinkonzentration  von  Proteinlysaten  erfolgte  mittels  Bradford‐Methode 
unter Verwendung des Coomassie® Brilliant Blue G250 Farbstoffes. Die Bindung an aromatische und 
basische Aminosäuren  in Proteinen  führt  zur Verschiebung des Coomassie®‐Absorptionsmaximums 
von 470 nm nach 595 nm im sauren Medium. Die Proteinlysate wurden in einer Küvette 1:500 in PBS 
verdünnt und mit 500 µl Roti‐Nanoquant Lösung gemischt. Diese enthielt 40 % Roti‐Nanoquant in PBS. 
Anschließend  wurde  die  Absorption  spektralphotometrisch  bei  595 nm  gemessen,  nachdem  die 
Absorption  einer  Protein‐freien  Roti‐Nanoquant  Lösung  subtrahiert  wurde.  Eine  BSA 
Kalibrierungsgerade  wurde  als  Referenz  zur  quantitativen  Bestimmung  der  Proteinkonzentration 
herangezogen.     
Die  Bestimmung  der  Proteinkonzentration  von  gereinigten  Proteinen  erfolgte  durch 
spektralphotometrische  Messung  der  Proteinlösung  bei  280 nm.  Anschließend  wurde  die 
Proteinkonzentration  unter  Verwendung  des  Lambert  Beer´sches  Gesetzes  berechnet.  Der 
Extinktionskoeffizient (M‐1cm‐1) wurde mithilfe des Programs ProtParam auf dem ExPASy Proteomics 
Server  ermittelt.  Die  berechnete  Proteinkonzentration  wurde  durch  Analyse  von  1‐2 µg  des 
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Antikörper  Interaktion  isoliert  werden.  Hierbei  wurden  je  Probe  25 µl  magnetische  Protein  A/G 
Kügelchen verwendet. Die Kügelchen wurden unter Verwendung eines Magneten 2x mit je 1 ml PBST 




















Die  Peptid‐N‐Glykosidase  F  (PNGaseF)  ist  eine  Amidase,  die  zwischen  den  GlcNAc  und 
Asparagineinheiten komplexer N‐verknüpfter Glykoproteine spaltet. Insgesamt wurden 18 µl Zelllysat 
mit  1x  Denaturierungspuffer  versetzt  und  für  10 min  bei  95°C  inkubiert.  Nach  kurzer  Abkühlung 
wurden 2,5 µl G7‐Puffer, 2,5 µl 10% NP40‐Puffer und 0,5 µl PNGaseF (25 U) hinzugegeben. Der Verdau 
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Dadurch  erhalten  die  Proteine  eine  negative  Ladung  und  wandern  im  elektrischen  Feld  des 
Elektrophoresesystems in Richtung Anode. 
Die  Zelllysate  oder  rekombinanten  Proteine  wurden  mit  reduzierendem  (β‐Mercaptoethanol‐
haltigem) oder nicht  reduzierendem SDS‐Probenpuffer versetzt und  für 5 min bei 95°C aufgekocht. 



















ddH2O  5400  6600  7200  8000 
Puffer  (1,5 M  Tris‐
HCl, pH 8,6) 
3800  3800  3800  3800 
Acrylamid (40%)  5600  4600  3800  3000 
SDS (10 %)  150  150  150  150 
APS (10 %)  150  150  150  150 


















spezifisch  für  Proteine  und  färbt  auch  Nukleinsäuren,  Lipopolysaccharide,  Lipide  und  Glykolipide 
(Rehm & Letzel, 2009). Zur Silberfärbung wurde das SDS‐Gel  in eine Gelfärbeschale gelegt und mit 






15  min  wurde  das  Gel  für  60  Sekunden  mit  ddH2O  gewaschen.  Zuletzt  wurde  das  Gel  in  der 
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Entwicklerlösung inkubiert und die Reaktion nach Erreichen der gewünschten Bandenintensität durch 









Semy‐Dry  Methode  generiert.  Die  Semy‐Dry  Apparatur  war  zwischen  der  Anoden‐Platte  und  der 
darauf liegenden Kathoden‐Platte wie folgt beschrieben aufgebaut. Auf drei Whatman‐Papiere, die auf 
die SDS‐Gelgröße zugeschnitten wurden, folgte die Nitrocellulose Transfermambran, anschließend das 
SDS‐Polyacrylamid‐Gel  und  zuletzt  wieder  drei  Whatman‐Papiere.  Die  Whatman‐Papiere  wurden 
zuvor  mit  Transferpuffer  getränkt  und  die  Transfermembran  im  Transferpuffer  äquilibriert.  Die 




während  des  Transferprozesses mit  einem  bei  ‐20°C  vorgekühltem  Eispad  gekühlt.  In  die  Kassette 
wurde zunächst ein Faser‐Pad eingelegt, gefolgt von Whatman‐Papieren, dem SDS‐Polyacrylamid‐Gel 
(Mini‐PROTEAN  Tris‐Glycin  Gele),  der  PVDF‐Transfermembran  und  erneut  Whatman‐Papieren 
geschlossen von einem Faser‐Pad. Die PVDF‐Membran wurde zuvor in Methanol und Transferpuffer 
äquilibriert,  um die  Proteinbindestellen  zu  aktivieren,  die Whatman‐Papiere  in  Transferpuffer.  Der 
Transfer erfolgte bei 30 Volt (90 mA) über Nacht. 
Nach  dem  Transfer wurde  die Membran  1 h  bei  Raumtemperatur  oder  bei  4°C  über  Nacht  in  5% 
Milchpulver  in  TBST  inkubiert,  um  freie  Proteinbindestellen  auf  der  Membran  zu  blockieren. 
Anschließend  wurde  die  Membran  in  einem  Falcon  auf  einem  Rollenmischer  für  2 h  bei 
Raumtemperatur oder über Nacht bei 4°C mit dem Primärantikörper, welcher  in 5% Milchpulver  in 
TBST verdünnt wurde, inkubiert. Nach dreimaligem Waschen der Membran für 7 min in TBST wurde 
die  Membran  für  2 h  mit  dem  Merettichperoxidase  (engl.  horse  radish  peroxidase  =  HRP) ‐
konjugiertem Sekundärantikörper inkubiert. Dieser wurde je nach Antikörper 1:10000 – 1:20000 in 5% 
Milchpulver  in  TBST  verdünnt.  Zuletzt wurde die Membran wieder dreimal  7 min  in  TBST  auf dem 
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Horizontalschüttler gewaschen. Zur Detektion wurde die Membran mit einer Substratlösung inkubiert. 
Je  nachdem  wie  stark  die  Signalintensität  gewünscht  war,  wurden  die  SuperSignal  West  Pico 







Clr‐a 2E3  20 µg/ml,  4°C  ü.N.  oder  übers 
WE 













































LAMP‐1  (engl. =  lysosomal‐associated membrane protein‐1),  auch als CD107a bezeichnet, dient als 

















einem  PerCP/Cy5.5‐konjugiertem  anti‐humanem  CD56  Ak  gefärbt  und  CD56+  NK‐Zellen  in  der 
Durchflusszytometrie auf CD107a Expression hin analysiert. 
3.3.3 Immunfluoreszenz 
Bei  der  Immunfluoreszenz  können  Antigene  mittels  Fluorochrom‐markierter  Antikörper  in 
Zellpräparaten  oder  Geweben  visualisiert  und  somit  im  subzellulären  Bereich  lokalisiert  werden. 










feuchten  Tüchern  ausgelegten  Kammer  zur  Epitop‐Demaskierung  für  15 min  bei  98°C  im 
Trockenschrank unter Zugabe von 300 µl Citratpuffer (10 mM, pH 6,0) pro Schnitt inkubiert (Kakimoto, 
Takekoshi, Miyajima, & Osamura, 2008). Anschließemd wurden die Schnitte kurz bei Raumtemperatur 





Ein  weiteres  Färbeprotokoll  ohne  Verwendung  eines  Kits  zur  Färbung  von  Clr‐a  nach  Epitop‐
Demaskierung  sowie  zur  Färbung  der  Schnitte  mit  anderen  Antikörpern  wird  im  Folgenden 
beschrieben. Hierfür wurden die  Schnitte wie  oben beschrieben  rehydriert  und  anschließend  freie 





bei 4°C mit 3 µg/ml Ak  in  3% BSA  in  TBS gefolgt  von einem Cy3‐gekoppeltem Ziegen anti‐Ratte Ak 
(BioLegend, 150 µl/Schnitt, 1:100 in 3 % BSA/TBS, 2 h bei RT).  
Die Inkubation mit dem anti‐Clr‐f Ak 10A6 oder der entsprechenden Isotypkontrolle erfolgte für 2 h 





wurden  die  Gefriergewebeschnitte  ebenfalls  dreimal  für  2 min  in  TBS  im  Färbekasten  auf  einem 
Wackelschüttler gewaschen und mit den Deckgläschen unter Verwendung der ProLong Gold antifade 






















Passage  gewählt.  Hierfür  wurde  bei  adhärenten  Zellen  das  Medium  aus  der  Zellkulturflaschen 
entnommen,  die  Zellen  kurz  in  PBS  geschwengt  und  anschließend  durch  Verwendung  von 
Trypsin/EDTA vom Boden der Kulturflasche gelöst. Die Trypsinierung wurde durch Zugabe von Medium 



























in  das  zweite  2 µg  Plasmid‐DNA  in  einer  Konzentration  von  0,5 µg/µl.  Der  Plasmid‐Ansatz  wurde 











anschließend  tröpfchenweise  auf  dem  Zellrasen  verteilt.  Im  Falle  eines  analytischen  transienten 
Ansatzes  wurde  die  Proteinexpression  nach  Ablösen  der  Zellen  nach  24 h  durchflusszytometrisch 
untersucht. Bei einer stabilen Transfektion wurde den Zellen 48 h nach Transfektion Antibiotikum zur 
Selektion hinzupipettiert. Das Wachstum der Zellen wurde im Lichtmikroskop verfolgt und das Medium 
entsprechend  2‐3  mal  wöchentlich  gewechselt.  Bei  Beobachtung  eines  anfänglichen  verstärkten 
Wachstums  der  Zellen  wurden  diese  subkloniert,  um  einen  stabilen  Zellklon  mit  einheitlicher 
Proteinexpression zu erhalten. Hierfür wurden auf zwei Reihen einer 96‐Loch‐Platte in jeweils 200 µl 
pro Loch 10 Zellen pro Loch, in 6 Reihen der 96‐Loch‐Platte 1 Zelle pro Loch und auf eine ganze 96‐

















Humane  IgG1‐Fc‐Fusionsproteine  wurden  in  293T  produziert.  Hierzu  wurden  die  Zellen  unter 
Verwednung von PEI (siehe Abschnitt 3.4.4.3) transient mit einem pFUSE‐hIgG1‐FcEQ transfiziert. Zur 
Produktion eines Konstruktes wurden 25‐30 T175‐Zellkulturflaschen an 293T genutzt. Zwei Tage nach 
der  Transfektion  wurden  die  Zellkulturüberstände,  welche  die  löslichen  Rezeptor‐hIgG1‐Fc‐









zur  Plasmid‐DNA  hinzu  pipettiert  und  leicht  gegen  die  Küvette  geschnippt,  um  beide  Ansätze  zu 
vermischen. Danach wurden die Zellen 15 min auf Eis inkubiert. Nach erneutem leichtem Schnippen 
wurden die  Zellen  bei  960 uF und 250 V  elektroporiert  und wiederum 15 min  auf  Eis  gekühlt. Der 
Ansatz wurde aus der Küvette entnommen, mit  48 ml Kulturmedium aufgefüllt,  resuspendiert  und 
jeweils 1 ml pro Loch auf zwei 24‐Loch‐Platten verteilt. Dies entspricht einer Zellzahl von 2,1x105 Zellen 





























Anwendung  des  Herstellerprotokolls  (Thermo  Fisher  Scientific)  markiert.  Die  Zellen  wurden 
anschließend mit RPMI‐Medium (mit Zusätzen) auf eine Zellzahl von 5x105 Zellen/ml eingestellt und je 
100 µl  (5x104  Zellen)  Zellsuspension  in  Triplikaten  je  Kokulturgruppe  in  ein  Loch  einer  96‐Loch‐




bei  37°C,  nachdem  die  Platte  kurz  anzentrifugiert  wurde,  um  die  Zellpopulationen  am  Boden  der 
Kulturplatte zu vereinen. Als positiv‐Kontrolle wurden die BWN.3G Reporterzellen mit PMA (20 ng/ml) 
und  Ionomycin  (0,5 µM)  stimuliert,  um die maximale  Reaktionsfähigkeit  der  Zellen  zu  analysieren. 
Zusätzlich  wurde  die  durch  die  FLAG‐Markierung  der  Fusionsproteine  vermittelte  Reaktivität 
untersucht durch Stimulation der Reporterzellen mit einem anti‐FLAG M2 Ak und der entsprechenden 
Isotypkontrolle.  Es  wurde  eine  Nunc  MaxiSorp  96‐Loch‐Platte  (Thermo  Fisher  Scientific)  durch 
Inkubation der Platte über Nacht bei 4°C mit 100 µl Ak‐Lösung in einer Konzantration von 10 µg/ml 












3 ml  BD Pharmlyse‐Lösung  (1:10  verdünnt  in Wasser)  behandelt,  um  die  Erythrozyten  zu  lysieren. 
Anschließend  wurde  die  Zellsuspension  mit  PBS  auf  50 ml  aufgefüllt  und  für  10 min  bei  400  xg 








Fusion  eine  Einzellzellsuspension  hergestellt.  Dieser  Vorgang  ist  im  nächsten  Abschnitt  3.4.11 
beschrieben. 
Das  gewonnene  Blut  aus  der  Ratte  wurde  zum  Gerinnen  bei  RT  stehen  gelassen,  durch  leichtes 
Anstupsen im Falcon gelockert und bei 200xg für 10 min bei 4°C zentrifugiert. Anschließend wurde das 
Rattenserum abgenommen und bei 4°C für 4 Tage gelagert. Das Serum wurde wiederum zentrifugiert 
















entnommen. Nach Zentrifugation bei 1600 rpm  für  6 min bei RT werden die  Zellen  in 20 ml RPMI‐
Medium  (+  Glutamin,  +  Pen.  /Strep.)  aufgenommen.  Die  P3x63Ag8.653‐Zellen  werden  vor 
Verarbeitung der Milz vorbereitet. Hierzu werden die Zellen 3x in 50 ml RPMI‐Medium (+ Glutamin, + 











wird  unter  ständigem  Drehen  RPMI  (ohne  FCS,  mit  Glutamin  und  Pen./ Strep.)  nach  folgendem 
Schemata zur Zellsuspension hinzugegeben: mit einer 2ml Pipette 2 ml RPMI innerhalb von 1 min, mit 
einer 5 ml pipette 4 ml RPMI innerhalb von 1 min und zuletzt mit einer 10 ml Pipette 8 ml RPMI. Das 
Drehen  verhindert  die  Phasenbildung  und  dient  der  optimalen  Mischung  der  Zellsuspension.  Das 
Röhrchen wird mit  einem  Parafilm  verschlossen  du  bei  1400 rpm  für  10 min  bei  RT  inkubiert.  Der 
Überstand wird wiederum abgesaugt und das Pellet durch vorsichtiges Klopfen auf dem Handrücken 
in der Restflüssigkeit gelöst. Das gelöste Pellet wird in 5 ml Hybridoma‐Medium (Hy5) resuspendiert 
und  diese  in  weitere  35  ml  Hy5‐Medium,  welches  im  50  ml  Falcon  vorgelegt  wurden,  pipettiert. 
Anschließend  werden  mit  einer  5  ml  Pipette  jeweils  zwei  Tropfen  pro  Loch  einer  96‐Loch  Platte 





gewonnen werden.  Es wurden  2,2 x  108  Zellen  für  die  Fusion  eingesetzt.  Die  restlichen Milzzellen 
wurden  auf  6 Gefäße mit  je  1,1 x  108  Zellen  aufgeteilt  und  im  Stickstofftank weggefroren.  Bei  der 









pro ml  verdünnt. Hieraus wurden  zwei weitere Verdünnungen hergestellt:  10  Zellen pro ml  und 3 
Zellen pro ml. Es wurden jeweils 100 µl Hy5 Medium pro Loch einer 96‐Lochplatten vorbereitet und 
die  Verdünnungen  wie  folgt  hinzupipettiert:  2  Reihen  der  100  Zellen  pro  ml  Zellsuspension,  die 
restlichen Reihen sowie eine ganze Platte mit der 10 Zellen pro ml Zellsuspension und eine Platte mit 
3  Zellen  pro ml.  Letztere  entspricht  0,3  Zellen  pro  Loch.  Fünf Wochen  nach  der  Subklonierungen 

















vorsichtig  entnommen.  Während  der  Entnahme  wurde  das  umliegede  Fettgewebe  entfernt.  Die 
Gewebe wurden durch Schwenken in eiskaltem PBS gewaschen. Die gesamte Durchführung erfolgte, 




wurde  der  Darm  längs  aufgeschnitten  und  durch  kurzes  Schütteln  im  Falcon  in  50 ml  PBS  dreimal 
gewaschen. Anschließend wurde der Darm in 1 cm große Stücke geschnitten und diese im Falcon in 
vorgewärmter HBSS‐Lösung (5 mM EDTA, 1 mM DTT) für 20 min bei 37°C im Brutschrank auf einem 
Rotationsmischer  bei  21 rpm  inkubiert,  um  die  IECs  und  IELs  von  der  Mucosa  zu  entfernen. 
Anschließend wurde die Zellsuspension durch ein 100 µm‐Zellsieb gefiltert, auf 50 ml aufgefüllt und 
auf  Eis  für  15 min  stehen  gelassen  zur  Sedimentation  des  Kryptepithels.  Die  obere  klarere 





Zur  Isolation der LPLs wurde das restliche Gewebe  in 1 mm große Stücke geschnitten und diese  im 
Falcon durch Schütteln dreimal in 30 ml PBS gewaschen, um das zuvor in der HBSS‐Lösung enthaltene 





Zur  Isolation  der  IELs  und  LPLs  wurde  nach  der  Vereinzellung  der  Zellen  eine  Percoll‐
Dichtegradientenzentrifugation durchgeführt. 
Hierfür wurden 15 ml Falcons mit 4 ml 67%iger‐  (IELs) oder 80%iger  (LPLs)‐Percoll‐Lösung versehen 
und  diese  Schicht  vorsichtig  mit  10 ml  44%iger‐(IELs)  oder  40%iger  (LPLs)‐Zellsuspension  Lösung 















Zur  Isolierung der T Zellen wurde das Maus Pan T Zell‐Isolationskit  II  (Miltenyi Biotech) verwendet. 
Dieses enthält ein Gemisch aus Biotin‐konjugierten Aks gegen CD11b, CD11c, CD19, CD45R  (B220), 
CD49b  (DX5),  CD105,  anti‐MHC‐Klasse  II,  and  Ter‐119.  Die  Isolation  der  T  Zellen  beruht  auf  der 






durch  Zugabe  von  Pharm  Lysepuffer  für  3 min  bei  RT.  Anschließend  wurden  die  Splenozyten 
gewaschen  und  durch  ein  40 µm‐Zellsieb  filtriert.  Die  Isolierung  der  NK  Zellen  wurde  unter 




Die  Isolierung  der  intestinalen  Stammzellen  aus  dem  Dünndarm  von  C57BL/6  Mäusen  und  die 
Erzeugung von Organoidkulturen erfolgte  im Labor von Dr. Henner Farin am Georg‐Speyer‐Haus  in 
Frankfurt  (Farin,  Van  Es,  &  Clevers,  2012;  Sato  et  al.,  2009a).  Die  Organoidkulturen  wurden  nach 











Die  durchgeführten  Tierexperimente  wurden  dem  Regierungspräsidium  (Darmstadt,  Deutschland) 
angezeigt  beziehungsweise  von  diesem  genehmigt  und  liefen  unter  den  Anzeige‐

























eines  Ratten  monoklonalen  Antikörpers  von  Thermo  Fisher  Scientific  „Custom  Rat  Monoclonal 


























































Fusion  45  ‐‐‐‐‐‐‐  ‐‐‐‐‐‐‐ 
 
Als  Adjuvans  wurde  das  Freunds  Adjuvans  verwendet.  Es  wurde  im  Jahre  1940  von  Jules  Freund 










Die  intraperitoneale  Applikation  von  Poly(I:C)  erfolgte  unter  Verwendung  von  HMW (engl.  =  high 
molecular  mass)  Poly(I:C)  von  InvivoGen.  Die  Zubereitung  der  Poly(I:C)‐Lösung  erfolgte  nach 
Herstellerangaben. Es wurden 30 µg pro Gramm Körpergewicht injiziert (McAllister et al., 2013). Die 
Kontrollmäuse wurden mit dem entsprechenden Volumen an PBS behandelt. 16 h nach Applikation 
wurden  die  Mäuse  durch  zervikale  Dislokation  getötet  und  die  Gewebe  zur  Analyse  mittels 








quantitativer  Echtzeit‐PCR  untersucht.  Hierbei  stellte  sich  heraus,  dass  Clec2e  Transkripte 
ausschließlich  in  bestimmten  Bereichen  des  Gastrointestinaltraktes  detektiert  werden  konnten 

































Ligase‐Erkennungssequenz  und  Teilen  des  Clr‐a  stalk‐Bereiches  sowie  der  C‐termialen  Clr‐a  CTLD 
(Abbildung 12 A). Zur Detektion und für Reinigungsprozesse wurde der kodierende Bereich mit einem 
myc/6xHis‐Tag markiert.  Die  Klonierung  des  Vektors  sowie  die  Generierung  der  stabilen  Zelllinien 
wurde durch Dr. Stefan Leibelt in unserer Arbeitsgruppe durchgeführt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde 
die  Produktion  der  löslichen  Clr‐a  Ektodomänen  unter  Verwendung  eines  gegen  den  Myc‐Tag 
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gerichteten  Antikörpers  9E10  mittels  intrazellulärer  Durchflusszytometrie  (Abbildung  12  B),  im 
Immunoblot (Abbildung 12 C) und im ELISA (Daten nicht gezeigt) überprüft. Zur effizienten Produktion 
wurden  die  Clr‐a  sekretierenden  293T  Zellen  in  einem  Bioreaktor  (CeLLLine  1000)  kultiviert.  Der 
gesammelte  Kulturüberstand  wurde  anschließend  über  eine  Metallchelataffinitätschromatografie 




weist  das  lösliche  Clr‐a  eine  molekulare  Masse  von  knapp  über  70 kDa  auf.  Nach  Reduktion  der 
Proteine  wird  die  molekulare  Masse  auf  etwa  38 kDa  vermindert,  was  eindeutig  zeigt,  dass  das 
sekretierte  lösliche  Clr‐a  als  Dimer  vorliegt  (Abbildung  12  E).  Um  den  Glykosylierungszustand  der 
löslichen  Clr‐a  Ektodomänen  zu  überprüfen,  wurden  293T  Proteinlysate  mit  der  Endoglykosidase 
PNGaseF behandelt. PNGaseF spaltet die glykosidische Bindung von N‐Acetylglucosamin an Asparagin 
in Mannose‐, Hybrid‐  und komplexen N‐verknüpften Glykoproteinen  (Maley,  Trimble,  Tarentino, & 








Abbildung  12.  Produktion  und  Charakterisierung  von  löslichen  Clr‐a  Ektodomänen.  (A)  Schematische  Darstellung  des 
pSecTag2‐Hygro Vektorkonstrukte  zur Herstellung  löslicher Clr‐a  Ektodomänen.  Ein  Teilabschnitt  des  Stalk‐Bereiches  (ST) 
sowie die C‐Typ Lektin‐ähnliche Domäne (CTLD) von Clr‐a wurden C‐terminal mit einem c‐myc/6xHis‐Tag und N‐terminal mit 
einem Sekretionspeptid von der V J2‐C Region der Maus Ig‐ĸ Kette (Ig‐ĸ) und einer BirA Ligase‐Erkennungssequenz (BirA) 
versehen.  (B+C)  293T  Zellen  wurden  stabil  mit  dem  in  (A)  beschriebenem  Vektorkonstrukt  stabil  transfiziert  und 
durchflusszytometrisch (B) sowie  im Immunoblot (C) auf Produktion der  löslichen Clr‐a Ektodomänen hin untersucht. 293 
Zellen stabil transfiziert mit einem pSecTag2/Hygro Plasmid, das lösliches Clr‐f kodiert, diente als Positivkontrolle. Parentale 
293T  oder  293  Zellen  dienten  als Negativkontrolle.  (B)  Intrazelluläre Detektion mit  einem  c‐myc  spezifischem mAk  9E10 
gefolgt von einem APC‐konjugiertem Ziege‐anti‐Maus Ak in transfizierten (schwarze Linie) oder parentalen (gestrichelt) Zellen 
aufgetragen gegen die Isotypkontrolle (grau schraffiert). (C) Detektion mit einem c‐myc spezifischem mAk 9E10 gefolgt von 
einem  HRP‐konjugiertem  Ziege‐anti‐Maus  Ak  in  Lysaten  nach  elektrophoretischer  Auftrennung  mittels  SDS‐PAGE  unter 
reduzierenden Bedingungen. Die Proben wurden mit (+) beziehungsweise ohne (‐) PNGaseF behandelt. (D) Repräsentatives 
Chromatogramm  eines  Reinigungsprozesses  von  löslichem  Clr‐a  mittels  Ni2+‐Chelataffinitätschromatografie.  (E)  Analyse 
gereinigter  löslicher  Clr‐a  Ektodomänen  (2 µg  geladen)  unter  reduzierenden  (links)  und  nicht‐reduzierenden  (rechts) 





Zur  Produktion  von monoklonalen  Clr‐a  spezifischen Antikörpern wurden  die  gereinigten  löslichen 
Clr‐a Ektodomänen zur  Immunisierung von Ratten genutzt. Unter Verwendung der 1975 von César 
Milstein  und  Georges  Köhler  (Köhler  &  Milstein,  1975)  entwickelten  Hybridomtechnik  wurden 
Splenozyten  aus  den  Milzen  immunisierter  Ratten  mit  einer  Myelomzelllinie  (P3x63Ag8.653) 
fusioniert. Die daraus resultierenden Hybridome wurden in der Durchflusszytometrie auf Produktion 




wird  in  Abschnitt  3.2.3  eingegangen. Um die Hybridome  auf  ihre  Spezifität  hin  zu  prüfen, wurden 
Leervektor  transfizierte‐Zellen  in  einem  bestimmten  Verhältnis  mit  Clr‐a  exprimierenden  Zellen 
gemischt  und  anschließend mit  den  Hybridomüberständen  gefärbt.  Aus  insgesamt  sechs  Fusionen 












ELISA  (siehe Material  und Methoden Abschnitt  3.3.4). Die  jeweiligen Hybridomüberstände wurden 
über einen Kultivierungszeitraum von drei Monaten gesammelt und mittels Affinitätschromatografie 
über  eine  Protein  G  Säule  gereinigt.  Protein  G  Säulen  wurden  zur  Reinigung  gewählt,  da  Ratten‐
Immunglobuline aller Subklassen mit Ausnahme von IgG3 an Protein G im Unterschied zu Protein A 
eine  sehr  starke  Bindung  aufweisen.  In  Abbildung  13B  sind  die  Chromatogramme  jeweils  eines 
Reinigungsprozesses dargestellt. Die Elution der Antikörper erfolgte im sauren pH‐Bereich. Dadurch 
wurden die gebundenen Antikörper vollständig von der Protein G Säule eluiert. Aufgrund der  sehr 

















Proteinfraktionen  wurden  vereint,  einkonzentriert,  gegen  PBS  umgepuffert  und  steril  filtriert.  Die 
Antikörperkonzentrationen  wurden  photometrisch  bestimmt.  Die  Analyse  der  Antikörper  nach 
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elektrophoretischer  Auftrennung  mittels  SDS‐PAGE  (Abbildung  13  C)  zeigt  mit  einer  molekularen 
Masse  von  25 kDa  und  50 kDa  die  schweren  und  leichten  Antikörperketten  unter  reduzierenden 
Bedingungen. Zum Vergleich wurde eine Ratten IgG2a Isotypkontrolle  in unterschiedlichen Mengen 







Einsatz  als  Werkzeuge  in  verschiedenen  Methoden  überprüft.  Die  Validierung  erfolgte  unter 
Anwendung in der Durchflusszytometrie (Abbildung 14 A‐B), im Immunoblot (Abbildung 14 C‐D), in der 
Immunfluoreszenz  (nicht  gezeigt)  und  in  der  Immunpräzipitation  (Abbildung  15).  Die  Färbung  von 





an  Clr‐a  aufwiesen,  was  auf  eine  geringe  Affinität  der  anti‐Clr‐a  mAk  2E3  und  4G7  hindeutete. 
Titrationsstudien  auf  Transfektanten  (nicht  gezeigt)  ergaben,  dass  bei  einer  Färbung  für  die 





zeigen die  Immunoblots  in Abbildung 14 C+D  (oben),  dass die mAk 2E3 und 3C7  kein weiteres Clr 
Molekül  aus  der  Clr‐Familie  erkennen  sowohl  unter  reduzierenden  als  auch  nicht  reduzierenden 
Bedingungen. Die Expression der transient exprimierten FLAG/His‐markierten Clr Moleküle Clr‐a, Clr‐b, 
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Clr‐c,  Clr‐f  und  Clr‐g  
 
Abbildung  14.  Spezifität  der  anti‐Clr‐a  monoklonalen  Antikörper  2E3  und  3C7.  (A)  Detektion  von  Clr‐a  auf  BWZ.36 
Reporterzellen sowie CHO Zellen mit den spezifischen anti‐Clr‐a mAk 2E3 und 4G7 im Vergleich zum anti‐FLAG M2 Ak. (B) 
Durchflusszytometrie zur Analyse der Kreuzreaktivität der anti‐Clr‐a mAk 2E3 und anti‐Clr‐a/anti‐Clr‐f mAk 3C7 auf stabilen 
CHO  Transfektanten,  die  FLAG/His‐markierte  Proteine  exprimierten.  Färbung  mit  einem  anti‐FLAG  M2  diente  als 






















Abbildung  15.  Einsatz  der  monoklonalen  anti‐Clr‐a  Ak  2E3  und  3C7  in  der  Immunpräzipitation.  (A)  Immunoblot  nach 
Immunpräzipitation  mit  dem  anti‐Clr‐a  2E3  mAk  aus  Zelllysaten  von  CHO  Zellen,  die  jeweils  stabil  mit  cDNA  von 
carboxyterminal  FLAG/His‐markierten  Clr‐a  oder  Clr‐f  Konstrukten  transfiziert  wurden.  Zur  Kontrolle  erfolgte  ebenfalls 
Präzipitation mit einem anti‐FLAG M2 und anti‐Clr‐f 10A6 mAk. Präzipitierte Proteine wurden mit einem biotinyliertem anti‐
FLAG M2 gefolgt von Streptavidin‐HRP nachgewiesen.  (B)  Immunoblot nach  Immunpräzipitation mit dem kreuzreaktivem 
anti‐Clr‐a/anti‐Clr‐f mAk 3C7 aus Zelllysaten von stabilen CHO Zellen, transfiziert wie unter (A) beschrieben. Zur Kontrolle 
erfolgte ebenfalls Präzipitation mit einem anti‐FLAG M2 und dem Isotyp Ratten IgG2b. Der Nachweis präzipitierter Proteine 






nach  Immunpräzipitation  mit  3C7  nicht  im  Immunblot  detektiert  werden.  Ein  Einsatz  der 
monoklonalen Clr‐a Ak 2E3 und 3C7  ist  somit  in der  Immunpräzipitation nicht möglich. Sie können 













HRP‐konjugierten  sekundärem  Ziege‐anti‐Ratten  IgG  ohne  Primärantikörper  diente  als  Kontrolle. 
Anhand der Stärke der visualisierten Spots lassen sich Rückschlüsse auf die Bindung der Ak und somit 
die  Länge  der  jeweiligen  Epitope  ziehen.  Wie  erwartet  erkennen  alle  drei  Ratten‐Antikörper  ein 
lineares  Epitop.  Für  den  Clr‐a  2E3  Ak  wurde  die  Aminosäureabfolge  „LTRGGGECAY“  und  für  den 
kreuzreaktiven  Clr‐a  3C7  „ESSEHPWIW“  im  Clr‐a  Molekül  und  „ASTQHPWIW“  bei  Clr‐f  als  Epitop 
ermittelt. Anti‐Clr‐a 4G7 besitzt wie anhand der Durchflusszytometrie  zu erwarten war das gleiche 






Abbildung  16.  Identifizierung  der  Epitope  der mAk Clr‐a  2E3  und  4G7  sowie  des  Clr‐a/Clr‐f  kreuzreaktiven mAk  3C7.  (A) 
















für  einen  carboxyterminalen  FLAG‐Protein‐Tag  (engl. Tag=Markierung)  gefolgt  von  einem  6xHis‐
Protein‐Tag, sodass eine Markierung des zu exprimierenden Proteins mit einem gegen den jeweiligen 
Tag gerichteten spezifischen Antikörper ermöglicht wurde. Dieser Vektor wurde stabil in CHO‐Zellen 
eingebracht.  Für  eine  transiente  Proteinexpression  wurde  im  Rahmen  dieser  Arbeit  zudem  die 
kodierende Clec2e Sequenz aus dem oben beschriebenem Vektor in einen CMV‐Promoter getriebenen 
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pIRES2‐EGFP  Vektor  kloniert  und  zur  Markierung  ebenfalls  mit  einem  FLAG‐Tag  versehen.  Die 
inserierte Sequenz wurde mittels Sequenzierung auf Korrektheit überprüft. Der pIRES2‐EGFP Vektor 
enthält  eine  interne  ribosomale  Eintrittsstelle  (IRES‐site)  des  ECMV  (Encephalomyocarditis)‐Virus 
zwischen der multiplen Klonierungsstelle und dem EGFP Protein, welche die Bindung der Ribosomen 
an die mRNA ohne Initiationsfaktoren ermöglicht. Dadurch wird das zu analysierende Protein wie auch 
EGFP  von  einer  einzelnen  bicistronischen  mRNA  translatiert,  sodass  eine  Überprüfung  der 
Transfektionseffizienz  ermöglicht  und  die  Selektion  stabiler  Zellklone  vereinfacht  wird.  Der  Clec2e 
cDNA  enthaltende  pIRES2‐EGFP  Vektor  wurde  transient  in  293T  Zellen  eingebracht  und  Clr‐a  im 
Immunoblot nach einer SDS‐PAGE unter reduzierenden und nicht‐reduzierenden Bedingungen mittels 
des  spezifischen  Clr‐a  Ak  2E3  untersucht.  Des  Weiteren  wurde  das  Proteinlysat  mit  PNGaseF 
behandelt, um den Glykosylierungszustand von Clr‐a zu überprüfen. Wie in Abbildung 17A dargestellt 
offenbarte  die  unbehandelte  Probe,  dass  FLAG‐markiertes  Clr‐a  unter  reduzierenden  Bedingungen 
eine  molekulare  Masse  zwischen  35‐40 kDa  besitzt.  Nach  Behandlung  mit  PNGaseF  wurde  die 
molekulare  Masse  auf  etwa  25 kDa  reduziert,  was  unter  Berücksichtigung  des  FLAG‐Tags  der 
erwarteten molekularen Größe entsprach. Die molekulare Masse von Clr‐a wurde  in der UniProtKB 























Bei  der  Charakterisierung der  unterschiedlichen Mitglieder  der  Clr‐Familie  durch Dr.  Stefan  Leibelt 
innerhalb der Arbeitsgruppe Prof. Steinle konnte vergleichend mit den anderen Clr Molekülen eine 
relativ geringe Präsenz von Clr‐a auf der Zelloberfläche beobachtet werden. Diese Beobachtung wurde 
im  Rahmen  dieser  Arbeit  bestätigt.  Die  Analyse  der  Oberflächenexpression  erfolgte  mittels 











Abbildung  18.  Clr‐a  weist  eine  schwächere  Zelloberflächenexpression  im  Vergleich  zu  Clr‐f  auf.  (A)  Analyse  der 
Oberflächenexpression der Clr  Familienmitglieder  auf  CHO Zellen,  die mit  unterschiedlicher  FLAG/6xHis‐Tag  versehender 
Clec2  cDNA  stabil  transfiziert  wurden.  Die  Detektion  erfolgte  mit  einem  anti‐FLAG  M2  Ak  (schwarze  Linie)  sowie  der 
Isotypkontrolle  (grau  schraffiert)  in  der  Durchflusszytometrie.  (B+C)  Reduzierte Oberflächenexpression  von  Clr‐a  auf mit 
Clec2e oder Clec2h cDNA transient transfizierten 293T Zellen im Vergleich zu Clr‐f. (B) Zur Detektion wurde ein anti‐FLAG M2 
Ak genutzt (schwarze Linie) sowie die Isotypkontrolle (grau schraffiert). (C) X‐fache Oberflächenexpression von Clr‐f relativ zu 














Polysaccharide  im  Golgi‐Apparat  noch mindestens  fünf Mannoseeinheiten  besitzt  (high‐mannose). 









Verhältnis  bei  Clr‐f,  wo  nahezu  80 %  resistent  gegenüber  dem  EndoH  Verdau waren.  Diese  Daten 
korrelierten  mit  dem  Expressionsniveau  auf  der  Zelloberfläche  (Abbildung  19  B+C).  In 
Übereinstimmung mit einer geringeren Clr‐a Oberflächenexpression geht eine hohe EndoH‐Sensitivität 





transfiziert  mit  FLAG/6xHis‐Tag markierter  Clr‐a  oder  Clr‐f  cDNA.  Die  Zelllysate  wurden  unbehandelt  belassen  oder  mit 






Unter  Betracht  der  im  Vergleich  zu  Clr‐f  verminderten  Clr‐a  Präsenz  auf  der  Zelloberfläche 
einhergehend  mit  einem  hohen  Anteil  an  intrazellulärem  Endo‐H  sensitivem  Protein,  wurde  im 
Folgenden analysiert, ob bestimmte Sequenzbereiche innerhalb von Clr‐a mögliche Retentionsmotife 
darstellen. Beim Vergleich der Aminosäuresequenz beider Moleküle war auffällig, dass die  stärkste 
Aminosäurediversität  im  letzten  Bereich  der  carboxyterminalen  CTLD  vorherrschte  (Abbildung  20 
A+C).  Betrachtete  man  die  Unterschiede  innerhalb  der  einzelnen  Domänen  näher,  so  bildete  der 
„stalk“‐Bereich mit  40 % die  höchste Varianz. Die  Transmembrandomänen mit  einer  Länge  von 23 
Aminosäuren  sind  mit  nur  zwei  Unterschieden  nahezu  identisch  (Abbildung  20  A+B).  Zur 
experimentellen  Identifizierung  der  Retentionsmotife  wurden  293T  Zellen  transient  mit 
unterschiedlichen  Clr‐a/Clr‐f  cDNA  Hybridkonstrukten  im  pIRES2  eGFP  Vektor  transfiziert  und 
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durchflusszytometrisch  auf  die  Oberflächenexpression  hin  untersucht.  Zur  Detektion  der 
Hybridmoleküle  innerhalb der  transfizierten und somit eGFP‐positiven Zellpopulation wurden diese 
mit  einem  FLAG‐Tag  versehen.  Zur  Kontrolle  wurde  eine  Färbung  der  Zellen  mit  dem  Isotyp 
durchgeführt. Die einzelnen Konstrukte wurden jeweils ausgehend vom pIRES2 eGFP Clr‐a oder pIRES2 
eGFP  Clr‐f  Vektor  mittels  restriktionsfreier  Klonierung  und  ortsspezifischer  Mutagenese  erstellt 
(Abschnitt  Methoden  3.1.6).  In  Abbildung  21  A  sind  repräsentativ  Histogramme  zweier 
unterschiedlicher  Experimente  dargestellt,  in  Abbildung  21  D‐G  sind  alle  Versuchsansätze 
zusammengefasst.  Zur  Veranschaulichung  sind  alle  Hybridkonstrukte  in  Abbildung  22  schematisch 
abgebildet. 
 








Wie  in  Abschnitt  4.3.2.1  alle  Experimente  eindeutig  zeigten,  wurde  Clr‐a  im  Vergleich  zu  Clr‐f  im 






Arbeit  in  den  pIRES2  eGFP  Vektor  eingebracht.  Im  Gegensatz  zu  den  CTLD  Substitutionen  führen 
Substitutionen des gesamten stalk‐Bereiches oder der vollen cytoplasmatischen Domäne bis zu einer 
4‐fachen  (stalk‐Bereich)  beziehungsweise  2,5‐fachen  (cytoplasmatischer  Bereich)  Zunahme  der 
Expression der Hybridmoleküle auf der Zelloberfläche. Der Austausch beider Domänen  (Clr‐f_Clr‐a) 
resultierte  sogar  in einem Expressionsniveau des Hybridmoleküls  (5,5‐fach), welches dem von Clr‐f 
ähnelte.  Wie  erwartet  konnte  bei  der  Substitution  der  Clr‐a  Transmembrandomäne,  dessen 






werden.  Durch  diesen  Austausch  konnte  eine  5‐fach  höheres  und  somit  zu  Clr‐f  identisches 
Expressionsniveau erzielt werden. Innerhalb dieses Teilabschnittes wurde Alanin an AS‐Position 35 als 
ein Bestandteil des Retentionsmotifs identifiziert. Eine Mutation zu Glycin, welches an dieser Stelle in 
Clr‐f  vorzufinden  ist,  führte  zu  einer  3,5‐fach  höheren  Oberflächenexpression,  wohingegen  die 
umgekehrte Mutation von Glycin zu Alanin zu einer erheblichen Reduktion des Clr‐f Glykoproteins an 





Abbildung  21.  Stalk‐Bereich  und  cytoplasmatischer  Proteinanteil  sind  für  Regulation  der  Clr‐a  Oberflächenexpression 
verantwortlich.  (A)  Repräsentative  Histograme  von  293T  Zellen,  welche  mit  cDNA  von  diversen  carboxyterminal  FLAG‐
markierten  Clr‐a/Clr‐f  Hybridkonstrukten  (siehe  auch  Abb.3)  transient  transfiziert  und  mit  einem  anti‐FLAG  mAk  M2 
detektiert wurden (schwarze Linie). Zum Vergleich ist die M2 Färbung von Clr‐a überlagert (grau schraffiert). Isotyp‐Kontrolle 
ist repräsentativ für alle Färbungen nur bei Clr‐a aufgezeigt (gestrichelte Linie). (B) Repräsentative Dot Plots stellen ähnliche 
Transfektionseffizienzen  (eGFP)  der  bicistronischen  Clr  Hybridkonstrukte,  welche  in  (A)  analysiert  wurden,  dar.  (C)  Im 
Balkendiagramm werden die medianen Fluoreszenzintensitäten der in (C) eingegrenzten und somit in (A) analysierten eGFP 
positiven  Zellen  gezeigt.  (D‐G)  Spezifischer  Fluoreszenz  Index  (engl.  specific  fluorescence  index  (SFI))  der  medianen 
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Fluoreszenzintensität  der  verschiedenen  Clr‐a/Clr‐f  Hybridkonstrukte  im  Vergleich  zur  Clr‐a  Oberflächenexpression.  Die 
Clr‐a/Clr‐f Hybridkonstrukte wurden mit einem M2 mAk auf transfizierten 293T Zellen gefärbt. Gezeigt ist der Mittelwert ± 
Standardabweichung  von  insgesamt  2‐11  unabhängig  voneinander  durchgeführten  Experimenten  pro  Konstrukt.  Zum 
Vergleich wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) mit einem Dunnett Post‐Test (p < 0,05, **p ≤ 0,01, ***p ≤ 0,001) 
durchgeführt.  (D)  Clr‐a/Clr‐f  Hybridkonstrukte,  bei  denen  der  gesamte  Bereich  der  extrazellulären  (CTLD),  stalk, 
Transmembran‐  (TM)  und  cytoplasmatischen  Domäne  (Cyto)  ausgetauscht  wurde.  (E)  Sukzessiver,  partieller  Austausch 
(Cyto.1  bis  Cyto.4)  der  ganzen  cytoplasmatischen  Domäne  von  Clr‐a  durch  entsprechende  Sequenzen  von  Clr‐f.  (F) 





cDNA  von  carboxyterminal  FLAG‐markierten  Clr‐a  (links),  Clr‐f(rechts)  und  Clr‐a/Clr‐f  (Mitte)  Hybridkonstrukten  stabil 
transfiziert und mit einem anti‐FLAG mAk M2 detektiert wurden (schwarze Linie). Die Isotyp‐Kontrolle ist grau schraffiert. 
 
diesem  Bereich  Punktmutationen  eingebracht.  Diese  Experimente  offenbarten,  dass  der 
carboxyterminale  stalk‐Abschnitt einen Einfluss auf die Clr‐a Retention hatte.  Jedoch konnte durch 
Substitution  des  letzteren  nicht  das  Expressionsniveau  erreicht  werden  wie  beim  Austausch  der 
gesamten stalk‐Region. Daraus lässt sich schließen, dass der gesamte stalk‐Bereich als Retentionsmotif 
dient.  Um  sicherzustellen,  dass  die  Varianz  in  der  Oberflächenexpression  nicht  durch  eine 
unterschiedliche Transfektionseffizienz verursacht wird, wurde zudem der prozentuale Anteil der GFP 
positiven  Zellen  als  auch  die  Expression  von  eGFP  von  bestimmten  Hybridmolekülen  dargestellt 




a  Retention  und  im  Vergleich  zu  Clr‐f  stark  verminderte  Oberflächenexpression  verantwortlich  ist 
(Abbildung  21 H).  Neben  der  transienten  Expression  in  293T  Zellen,  konnte  ebenso  nach  stabilem 
Einführen eines Hybridkonstruktes im RSV‐Vektor in CHO Zellen, bei welchem beide für die Retention 




















Abbildung  23.  Clr‐a  Expression  in  intestinalen  EpCAM‐positiven  Epithelzellen.  (A)  Dargestellt  in  die  Gating‐Strategie  zur 
Sortierung von vitalen CD45+ EpCAM‐ sowie CD45‐ EpCAM+ intestinalen Zellen aus dem Dünndarm von C57BL/6 Mäusen. (B) 
Relative Häufigkeit der Clec2e Transkripte (links)  in wie  in  (A) beschriebenen sortierten primären Zellen analysiert mittels 




CD45  ist  ein  Mitglied  der  Protein  Tyrosin  Phosphatase  (PTP)  Familie  und  wird  auf  allen 
hämatopoetischen Zellen außer reifen Erythrozyten und Thrombozyten exprimiert (Suzuki et al., 2000). 






















(rechts, mitte  +  unten).  Clr‐a wurde mit  dem  spezifischen  anti‐Clr‐a mAk  2E3  (grün)  und  Clr‐f mit  dem mAk  10A6  (rot) 
detektiert. Gezeigt ist ebenfalls die Färbung mit der Isotypkontrolle (grün, oben links) und Färbung von Clr‐a noch Blockieren 
des  Clr‐a  spezifischen  mAk  2E3  mit  löslichen  Clr‐a  Ektodomänen  (grün,  oben  rechts)  zur  Kontrolle.  (D)  Vergrößerte 
mikroskopische  Aufnahme  einer  Dünndarm  Villispitze  gefärbt  mit  dem  Clr‐a  spezifischen  mAk  2E3.  (B‐D)  Die  nukleäre 
Gegenfärbung erfolgte mit DAPI. 
 
Diese  Ergebnisse  stimmen mit  der  Analyse  von  Lysaten  von  293T  und CHO  Zellen,  die  Clr‐a  ektop 
exprimierten, überein (siehe Abbildung 17, Abbildung 19). Die Behandlung der intestinalen Lysate mit 
Endoglykosidase  H  zeigte  reichliche  Mengen  einer  hoch  glykosylierten  und  EndoH  resistenten 
Molekülform.  Diese  repräsentiert  mit  großer  Wahrscheinlichkeit  Clr‐a  Glykoproteine,  die  an  der 
Zelloberfläche exprimiert werden. Die Mehrheit der Clr‐a Glykoproteine jedoch verbleiben in einem 
EndoH‐sensitiven  Zustand.  Somit  unterliegt  Clr‐a  auch  unter  physiologischen  Bedingungen  im 
Dünndarm  und  im  Colon  der  intrazellulären  Retention.  Die  in  Abbildung  23  B  beschriebenen 
Ergebnisse, die eine selektive Expression des Clec2e Gens in intestinalen Epithelzellen zeigte, konnten 
im  Folgenden  durch  Immunfluoreszenzstudien  bekräftigt  werden.  Die  Mikroskopie  von  gefärbten 
Dünndarm‐ und Colon‐Gewebeschnitten mit dem Clr‐a mAk 2E3 zeigt endogenes Clr‐a ausschließlich 
auf dem Epithelzellsaum und nicht in den darunterliegenden Leukozytenpopulationen (Abbildung 24 
B). Das distinkte  Färbemuster  zeigte  auf,  dass Clr‐a Moleküle  sowohl  intrazellulär  als  auch auf  der 
Zelloberfläche sowohl auf der apikalen als auch auf der basolateralen Seite vorliegen (Abbildung 24 E). 
Interessanterweise konnte Clr‐a mithilfe des 2E3 mAk nicht nur auf den differenzierten Epithelzellen 








Abbildung  25.  Clr‐a  wird  auf  intestinalem  Epithel  im  gesamten  Gastrointestinaltrakt  exprimiert.  (A)  Gefrierschnitte 
verschiedener Bereiche des Gastrointestinaltraktes wurden auf Clr‐a Expression geprüft durch Färbung mit dem Clr‐a mAk 












Für  BWN.3G  Reporterstudien  wurden  durch  das  Einbringen  eines  RSV.5 Vektors  stabile  BWN.3G 
Reporterzellen  generiert,  die  ein  FLAG/His‐markiertes  Fusionsprotein  auf  der  Zelloberfläche 





Ergebnisse  in  Abschnitt  3  erzielt,  zur  Verstärkung  der  Expression  des  Fusionsproteins  auf  der 
Zelloberfläche (Abbildung 21 A, D, I), was für Interaktionsstudien unabdingbar war. Als Positivkontrolle 
wurden BWN.3G Reporterzellen gewählt, die das Fusionsprotein CD3ζ ‐Nkrp1g exprimierten und nach 
Interaktion  mit  dessen  Liganden  Clr‐f  stimuliert  wurden.  Die  CD3ζ‐Kette  als  Teil  des  TCR‐CD3 
Komplexes  wird  für  die  Signaltransduktion  benötigt.  Eine  Liganden‐vermittelte 
Konformationsänderung  leitet  nach  Phosphorylierung  von  Tyrosinen  in  drei  vorhandenen  ITAM‐
Motiven  (Immunoreceptor Tyrosine‐based Activation Motif)  in der Aminosäuresequenz YXX[L/V]X8‐





Abbildung  26.  BWN‐Reporterassays  liefern  keinen  Anhaltspunkt  für  eine  Clr‐a  Rezeptor  tragende  Zellpopulation.  (A) 
Schematische Darstellung des FLAG/His‐markierten CD3ζ  ‐Clr‐f_Clr‐a CTLD Fusionskonstruktes.  (B) Graphische Darstellung 
der Induktion der eGFP Antwort in BWN.3G Reporterzellen nach Ligand‐vermittelter Stimulation. (C) Starke Expression der 
stabilen  BWN.3G  Reporterzellen  der  FLAG/His‐markierten  CD3  ζ  ‐Clr‐f_Clr‐a  CTLD  oder  CD3  ζ  ‐Nkrp1g  Fusionsproteine. 





Zellen,  die mit  unterschiedlicher  cDNA  von  FLAG/His‐markierten  Nkrp1  Glykoproteinen  oder  dem  Leervektor  (mock)  als 
Kontrolle transient transfiziert wurden. Zellen wurden jeweils mit einem anti‐FLAG M2 (schwarze Linie), der Isotypkontrolle 
(grau schraffiert) und nur dem sekundärem Ak (gestrichelte Linie) analysiert.  (F‐H) BWN.3G Reporterzellen, die entweder 
CD3ζ‐Clr‐f_Clr‐a  CTLD  oder  CD3 ‐Nkrp1g  Fusionsproteine  (oder  parentale  BWN.3G  zur  Kontrolle)  exprimieren,  wurden 











konnte  eine  eGFP  Antwort  von  90‐100 %  erzielt  werden.  Aufgrund  der  bekannten  genetischen 
Kopplung von Rezeptor‐Liganden Paaren  zwischen der Nkrp1 und der CLEC2 Familie  innerhalb des 
Natürlichen  Killer‐Genkomplexes,  kamen  zunächst Mitglieder  der  Nkrp1  Familie  als mögliche  Clr‐a 
Rezeptoren in Betracht, zudem das Clec2e Gen in einer „tail to tail“ Orientierung zu Nkrp1f codiert ist. 
Für Maus Nkrp1f sind bislang Clr‐c, ‐d und ‐g als Interaktionspartner beschrieben (Kveberg et al., 2011). 











Expression  von  Clr‐a  auf  intestinalen  Epithelzellen  führte  zur  Überlegung,  einen  potenziellen 
Interaktionspartner  auf  Zellpopulationen  zu  identifizieren,  die  in  der Darmumgebung  in  ständigem 
Kontakt mit den Epithelzellen stehen. Reporterzellen, die die Clr‐a Ektodomäne exprimierten, zeigten 
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nach  der  Kokultur mit  frisch  isolierten  Epithelzellen  sowie  intraepithelialen  Lymphozyten  als  auch 
Lymphozytenpopulationen  der  Lamina  Propria  wie  B‐Zellen  und  T‐Zellen  keine  Aktivität  der  eGFP 




Kultivierung  bei  37°C  über  Nacht  stattfand.  Zudem  wurde  eine  Reihe  weiterer  Mausgewebe  in 
verschiedenen Reporter zu Stimulator Verhältnissen getestet, die sowohl in unmittelbarer Nähe zum 
Darm  (Peyersche  Plaques)  als  auch  weiter  entfernt  lokalisiert  sind  (Splenozyten,  Thymozyten, 
Knochenmarkszellen,  Zellen  aus  den  Lymphknoten),  da  der  Rezeptor  auf  migrierenden 
Lymphozytenpopulationen  vorliegen  könnte  (Daten  nicht  gezeigt).  Neben  den  Darm‐  und 
Mageninhalten wurden auch NK‐Zellen nach IL‐15 Stimulation auf das Vorhandensein eines Rezeptors 







Anhand  der  BWN‐Reporterassays  (Abschnitt  4.5.1)  konnte  auf  verschiedenen  Zelllinien  und 
Mausgeweben kein Rezeptor für das Glykoprotein Clr‐a gefunden werden. Um diese Ergebnisse mit 
einem  anderweitigen  Ansatz  zu  verifizieren,  wurden  Clr‐a  Fc  Fusionsprodukte  generiert  und  zur 
Färbung in der Durchflusszytometrie angewendet. Die Clr‐a Ektodomäne (AS 72‐216) wurde über einen 
acht Aminosäure  langen flexiblen Glycin‐Serin‐Linker an den  invertierten Fc Teil des humanen  IgG1 
Immunglobulins fusioniert (Abbildung 27 A). Hierfür wurde die Clr‐a Ektodomäne mit dem Linker in 
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einen  pFUSE‐hIgG1‐FcEQ  Vektor  kloniert,  der  von  der 
 
Abbildung  27.  Herstellung  und  Analyse  von  huIgG1 Fc‐Fusionsproteinen.  (A)  Schematische  Darstellung  des  Clr‐a  Fc 
Fusionskonstruktes bestehend aus einem invertiertem humanem IgG1 Fc‐Teil verbunden über einen Glycin‐Serin(GS)‐Linker 
an  die  Clr‐a  Ektodomäne  (CTLD).  Hu=  human,  AS=Aminosäuren,  CTLD=  C‐Typ  Lektin‐ähnliche  Domäne,  hinge 
(engl.)=Scharnierregion (B) Graphische Darstellung der monovalenten Fc Fusionsproteine resultierend aus der Expression der 
unter  (A)  beschriebenen  Konstrukte.  Über  kovalente  Disulfidbrücken  innerhalb  der  Fc  Scharnierregion  und  des  Stalk‐









gerichtet  gefolgt  von  einem HRP‐konjugiertem  Ziege‐anti‐Maus  Ak  (Clr‐a,  Clr‐f)  oder  einem  Ziege‐anti‐Human Ak  (KACL) 
(rechts). 
 
Arbeitsgruppe  von  Herrn  Prof.  Joachim  Koch  (GSH)  zur  Verfügung  gestellt  wurde.  Dieser  enthielt 
bereits  den  humanen  IgG1  Fc  Teil  sowie  eine  IL2‐Sekretionssequenz,  die  eine  Sekretion  der  Fc 
Fusionsproteine  ins  Zellkulturmedium  ermöglichte.  Um  eine  ungewünschte  mögliche 
Bindungsaktivität  an  den  Fcγ  Rezeptor  (FcγR)  auf  Zielzellen  über  die  Immunglobulin  Domäne  zu 
reduzieren, wurde in der Arbeitsgruppe Koch Leucin an AS‐Position 118 zu Glutamat mutiert und eine 
Glykosylierungsakzeptorstelle  an  AS‐Position  180  entfernt  (FcEQ)  (Hartmann  et  al.,  2012).  Als 
Kontrollproteine wurden Maus Clr‐f Fc, welches an den bekannten Rezeptor Nkrp1g bindet, und das 
humane KACL Fc hergestellt, von dem keine Bindung an murine Gewebe oder Zellen zu erwarten ist. 
Zudem wurde neben der  reinen Clr‐a  Ektodomäne eine Variante  gewählt,  bei  der die  Stalk‐Region 
durch diejenige von Clr‐f substituiert wurde (Clr‐f_Clr‐a CTLD). Mit dieser zusätzlichen Variante könnte 
bei einer möglichen Interaktion von Clr‐a geklärt werden, ob der Stalk‐Bereich auf die Bindung einen 
Einfluss  hat.  Die  pFUSE‐hIgG1‐FcEQ‐Clr  und  ‐KACL  Kontrukte  wurden  transient  in  293T  Zellen 
eingebracht und die sezernierten Fc Fusionsproteine nach Produktion aus dem Kulturüberstand mittels 
Affinitätschromatografie  über  eine  Protein A  Säule  gereinigt.  Die  Proteinkonzentrationen  wurden 
jeweils photometrisch ermittelt. Nach elektrophoretischer Auftrennung mittels SDS‐PAGE wurden die 




von  Clr‐f  mit  einer  molekularen  Masse  von  46 kDa  ab,  was  den  Unterschied  des 
Glykosylierungszustandes der Ektodomäne, widerspiegelte. Zusätzliche Banden unter reduzierenden 
Bedingungen  knapp  über  25 kDa  bei  allen  Fc  Fusionsproteinen  sowie  bei  55 kDa  bei  Clr‐f Fc  und 
KACL Fc  waren  sehr  wahrscheinlich  Verunreinigungen  aus  dem  Zellkulturüberstand,  z.  B. 
Rinderimmunglobuline.  Unter  nicht  reduzierten  Bedingungen  besaßen  KACL Fc  und  Clr‐f Fc  die 
doppelte molekulare Masse,  was  für  eine  korrekte  Ausbildung  eines  Homodimers  verknüpft  über 
kovalente Disulfidbrücken sprach (Abbildung 27 A+B rechts). 
Aus dem Immunoblot in Abbildung 27C ist auch zu ersehen, dass nach PNGaseF Verdau die molekulare 






Bandenmuster.  Somit  wurde  erfolgreich  nachgewiesen,  dass  alle  Fc Fusionsproteine  glykosyliert 
vorlagen und sowohl eine Immunglobulin Domäne als auch eine Protein Ektodomäne besaßen.  
Um die photometrisch bestimmten Proteinkonzentrationen zu bestätigen, wurde im Immunoblot die 






Um  die  Funktionalität  und  Spezifität  der  Fc Fusionsproteine  zu  untersuchen,  wurden  Nkrp1g 
exprimierende  oder  parentale  BWN.3G  Reporterzellen  mit  dem  Clr‐f Fc  Protein  und  NKp65  oder 





Clr‐f  Fc  keine  Färbung  auf  den humanen NK‐92MI  aufzeigte. Neben  dem ektop  stark  exprimierten 
NKp65 band KACL Fc zudem das endogene auf der Zelloberfläche schwach vorliegende NKp65 Molekül 
in den NK‐92MI Zellen. Auffällig war jedoch die schwächere aber deutliche Färbung mit dem Clr‐f Fc 
auch  auf  den  parentalen  oder  Nkrp1f  positiven  BWN  Zellen.  Dies  führte  zu  der  Annahme,  dass 
entweder  etwas  auf  den  BWN  Zellen  unspezifisch  detektiert wurde  oder  aber,  dass  hier  ein  noch 
unbekannter  Clr‐f  Rezeptor  gebunden  wurde.  Um  Kontaminationen,  die  möglicherweise  zu  einer 
Kreuzvernetzung und unspezifischer Reaktion der Fc Fusionsproteine  führen könnten, zu erkennen, 
wurden  alle  Fc Fusionsproteine  im  SDS‐Gel  nach  Auftrennung  mittels  SDS‐Gelelektrophorese  und 
anschließender Coomassie Färbung (Abbildung 27 B) sowie nach der sensitiveren Färbung mit Silber 
untersucht  (Abbildung  27D).  Die  Clr‐f  Fc  Proteinlösung  enthielt  keine  auffälligen  starken 
Proteinbanden,  die  nicht  ebenso  bei  KACl  Fc  beobachtet  wurden  und  zu  einer  unzpezifischen 
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Interaktion  führen  könnten.  Im  Rahmen  dieser  Arbeit  wurde  nicht  weiter  darauf  eingegangen.  
 
Abbildung 28. Bindung der huIgG1 Fc‐Fusionsproteine Clr‐f Fc und KACL Fc an den jeweiligen bekannten Rezeptor Nkrp1g 
oder  NKp65.  (A)  Durchflusszytometrische  Analyse  zur  funktionellen  Interaktion  des  Clr‐f Fc  Fusionsproteins  mit  Nkrp1g 
tragenden BWN.3G Reporterzellen sowie parentalen BWN.3G WT und BWN.3G Nkrp1f zur Kontrolle (mitte; schwarze Linie). 
Als  Kontrollfärbung  diente  nur  der  sekundäre  PE‐konjugierte  Ziege‐anti‐humanes  Fc  Ak  (mitte;  grau  schraffiert).  Die 
Proteinexpression wurde mit dem anti‐FLAG M2 Ak (links; schwarze Linie) und der  Isotypkontrolle (links; grau schraffiert) 



















Abbildung  29.  Färbungen  diverser 
Zelllinien  mit  Clr‐a Fc‐
Fusionsproteinen  liefern  keinen 
Nachweis  für  einen  potenziellen 
Clr‐a  Rezeptor.  (A)  Murine  und 
humane  Zellinien  wurden mit  den 
Fc Fusionsproteinen  Clr‐a Fc  und 
Clr‐f_Clr‐a  CTLD  Fc  sowie  den 
Kontrollen  Clr‐f  Fc  und  KACL Fc 
gefärbt  gefolgt  von  einem  PE‐
konjugiertem  Ziege‐anti‐human  Fc 
Ak  (schwarze  Linie)  und  in  der 
Durchflusszytometrie  analysiert. 
Unspezifische  Interaktionen 




dem  Nkrp1g  mAk  8A10  (schwarze 
Linie)  oder  der  Isotypkontrolle 
(grau  schraffiert)  oder  nur  dem 
sekundärem  Ak  (rote  Linie) 
detektiert. Die Bindung von Clr‐f Fc 
auf den Nkrp1g tragenden BWN.3G 























Rezeptors  induzieren.  In  Abbildung  30  sind  die  Färbungen  mit  den  Fc  Fusionsproteinen  auf 
Epithelzellen (CD45.2‐ CD103‐‐Population) und IELs (CD45.2+ CD103+‐Population) von PBS im Vergleich 
zu  Poly(I:C)  behandelten  BALB/c Mäusen  dargestellt. Wie  bereits  von Dr.  Stefan  Leibelt  publiziert, 
nahm  die  Nkrp1g  Expression  in  den  Poly(I:C)  behandelten Mäusen  ab.  Dies  war  auch  anhand  der 
Färbung mit den Clr‐f Fc Fusionsproteinen und den anti‐Nkrp1g Antikörpern ersichtlich. Anhand der 





Abbildung 30.  Färbung von Balb/C Dünndarmzellen mit Clr‐a Fc Fusionsproteinen  liefert  keinen Nachweis  für einen Clr‐a 
Rezeptor. Durchflusszytometrische Analyse von Dünndarmzellen von mit PBS (A) oder mit 30 µg/g Körpergewicht Poly(I:C) 













Die  selektive  und  parallele  Expression  der  strukturverwandten  Glykoproteine  Clr‐a  und  Clr‐f  in 
intestinalen  Epithelzellen  lieferte  die  Idee,  dass  Clr‐a  nicht  nur  als  Homodimer  sondern  auch  im 
Komplex mit  Clr‐f  auf  der  Zelloberfläche  vorzufinden  sein  könnte.  Es  ist möglich,  dass  Clr‐a  unter 
Ausbildung eines Heterodimers die Funktion von Clr‐f modifizieren und somit einen Einfluß auf die 
funktionelle Bindung zwischen Clr‐f und dessen  inhibierenden Rezeptor Nkrp1g haben könnte. Um 
eine  potenzielle  Funktionsregulation  zu  adressieren, wurden mit  unterschiedlichen  Fluorochromen 
markierte  Clr‐a  und  Clr‐f  cDNA  in  CMV‐getriebenen  pIRES2‐Vektoren  zusammen  transient  in  293T 
Zellen  eingebracht  und  gegen Nkrp1g  exprimierende BWN.3G Reporterzellen  (siehe Abschnitt  5.1) 
getestet.  Um  zu  überprüfen,  ob  die  Clr‐f‐Nkrp1g  Bindung  durch  die  Ko‐Transfektion  per  se  nicht 
modifiziert wird, wurde Clr‐f mit dem Leervektor oder dem humanen C‐Typ Lektin‐ähnlichem Protein 
KACL  ko‐transfiziert.  Die  Unterscheidung  zwischen  den  nicht  transfizierten,  den  einfach  und  den 
doppelt positiven Zellpopulationen erfolgte Fluorochrom‐basierend im Durchflusszytometer, da Clr‐f 
vom  bicistronischen  pIRES2  eGFP  Vektor  (siehe  Abschnitt  2)  und  Clr‐a  vom  pIRES2  dsRED  Vektor 
transkribiert wurde. Hierfür wurde die Clr‐a  kodierende  cDNA aus dem pIRES2 eGFP Vektor  (siehe 
Abschnitt  3)  in  einen pIRES2 dsRED Vektor  inseriert.  Zudem wurden bei  beiden Clr  Sequenzen die 
carboxyterminal  vorhandenen  FLAG‐Tags  deletiert,  um  eine  durch  den  Tag  bedingte  mögliche 
unspezifische Funktionsinterferenz zu vermeiden. Für den Reporterassay wurden sortierte und somit 
reine  Zellpopulationen  eingesetzt  (Abbildung  31  A).  Die  Proteinexpression  wurde  mit  den  jeweils 
spezifischen mAk untersucht. Die Detektion von Clr‐f mit dem mAk 10A6 zeigt eine starke Präsenz auf 
der Oberfläche. Das Einbringen eines zusätzlichen Proteins verringerte die ektope Clr‐f Expression.  




Ko‐Expression  des  Leervektors  zeigte  keine  Veränderung  der  Reporterantwort,  ebenso  wie  die 






a  Ko‐Expression.  (A+B)  Reporterassay  zwischen  CD3ζ  Nkrp1g  Hybridrezeptor  exprimierenden  BWN.3G  Reporterzellen  in 
Kokultur mit Clr‐a/Clr‐f ko‐exprimierenden 293T Zellen. (A) Durchflusszytometrie von 293T Zellen, die transient transfiziert 




mAk OMA6  (graue  Linie)  gezeigt.  (B)  Clr‐a  Ko‐expression  beeinträchtigt  nicht  die  funktionelle  Erkennung  von Clr‐f  durch 
Nkrp1g‐Hybridrezeptor tragende BWN.3G Reporterzellen. Dargestellt ist der prozentuale Anteil der eGFP positiven BWN.3G‐
Nkrp1g Reporterzellen als Antwort auf die Ko‐kultur mit 293T Transfektanten. Zur statistischen Auswertung wurde ein Einweg 












sortiert.  In  Abbildung  31  C  wird  eine  starke  Oberflächenexpression  von  Clr‐f  deutlich,  die  im 
Unterschied  zu  den  293T  Zellen  nach  Überexpression  von  Clr‐a  nur  marginal  schwächer  wird.  Im 
Degranulationsassay wurden die gesorteten COS7 Zellen mit stabil  transfizierten Nkrp1g  tragenden 















Da  innerhalb  der  Interaktionsstudien  von  Clr‐a  bislang  kein  Rezeptor  identifiziert  werden  konnte 
(Abschnitt  4.5),  wurde  die  Idee  eines  Clr‐a/Clr‐f  Heterodimer‐Komplexes  als  zusammengesetzter 
Ligand  für  eine  potenzielle  Interaktion  mit  Nkrp1  Rezeptoren  in  Betracht  gezogen.  Die  Nkrp1 
Rezeptoren  wurden  auf  Bindung  in  BWN.3G  Reporterassays  durchflusszytometrisch  auf  eGFP 
Expression hin untersucht. Da in unserer Arbeitsgruppe nur die BWN.3G Nkrp1f und BWN.3G Nkrp1g 
Reporter  vorhanden waren, wurden  zunächst  die  fehlenden Reporter Nkrp1a, Nkrp1c und Nkrp1d 
durch  Transduktion  von  BWN.3G  WT  Zellen  generiert.  Hierfür  wurden  FLAG  Tag  versehene 
Fusionskonstrukte  kloniert,  die  den  cytoplasmatischen  Anteil  der  murinen  CD3ζ‐Kette  gefolgt  von 
einem Transmembranabschnitt des murinen Proteins Ly49a und den jeweiligen stalk‐Abschnitt sowie 












Nkrp1 Familie.  (A) Schematische Darstellung der Nkrp1‐cDNA Fusionskonstrukte  im pMX‐sIP Vektor, der  zur Generierung 
stabiler  BWN.3G  Nkrp1  Reporterzellen  genutzt  wurde.  Diese  bestehen  N‐terminal  aus  dem  cytoplasmatischen  Teil  der 
murinen  CD3 ‐Kette  fusioniert  an  den  Transmembranbereich  des  murinen  Proteins  Ly49a.  Im  Anschluss  folgt  der 
extrazelluläre Teil  der Nkrp1‐Rezeptoren,  jeweils der  stalk‐Bereich und die CTLD von Nkrp1a/‐c oder  ‐d.  Zur Analyse der 
Oberflächenexpression wurden die Konstrukte mit einem FLAG‐Tag versehen.  (B) Anteil der eGFP positiven Zellpopulation 




293T  Zellen.  (C)  Starke  Expression  der  CD3 ‐Nkrp1  Hybridrezeptoren  auf  der  Oberfläche  von  BWN.3G  Reporterzellen 
detektiert mit einem anti‐FLAG mAk gefolgt von einem APC‐konjugiertem Ziege‐anti‐Maus Ak in der Durchflusszytometrie. 
(D) Durchflusszytometrische Analyse von transient transfizierten 293T Zellen mit Tag‐loser Clr‐a (dsRED) und/oder Clr‐f (eGFP) 
cDNA  nach  Sortierung  von  dsRED/eGFP  positiven  293T  (obere  Reihe).  Die  Clr  Oberflächenexpression  wurde  mit  dem 





gebildet  werden,  wurde  eine  Ko‐Immunpräzipitation  aus  Lysaten  von  isolierten  Dünndarm‐  und 
Kolonzellen von C57BL/6 Mäusen durchgeführt. Als Negativkontrolle wurden Lysate von Splenozyten 











ergab,  dass  Clr‐f  mit  einer  molekularen  Masse  von  etwa  25 kDa  in  reichlicher  Menge  aus  den 
Dünndarmlysaten  präzipitiert  wurde  (Abbildung  33  unten).  Jedoch  konnte  Clr‐a  mit  dem  Clr‐a 
spezifischen mAk 2E3 mit  einer molekularen Masse  zwischen 35‐40 kD nach Präzipitation mit Clr‐f 












Transkription  einer  kürzeren  mRNA  resultiert.  Die  Analyse  der  Clec2h  Transkriptmenge  mittels 
quantitativer Echtzeit‐PCR offenbarte, dass die transkribierte mRNA in den Clr‐f‐/‐ Mäusen mit einer 
Reduktion um etwa 50 % im Vergleich zur WT Maus relativ stabil ist (Abbildung 34 A). Auf Proteinebene 
konnte der  Knockout  im Dünndarm mittels Durchflusszytometrie  und  in  der Mikroskopie  bestätigt 
werden  (Abbildung  34  B+C).  Die  Färbung  mit  dem  Clr‐f  spezifischen  mAk  10A6  von  isolierten 
Dünndarmzellen  zeigte  einen  kompletten  Verlust  von  Clr‐f  auf  der  Zelloberfläche  im Vergleich  zur 
Littermate  Kontrolle  (Abbildung  34  B).  Ebenso  konnte  das  Protein  in  Maus  Dünndarm‐
Gewebeschnitten  nicht mehr  nachgewiesen werden  (Abbildung  34  C).  Interessanterweise wird  die 
Clr‐a  Expression  durch  das  Fehlen  von  Clr‐f  nicht  beeinträchtigt.  Die  Detektion  von  Clr‐a mit  dem 







Maus  im Vergleich  zur  Littermate Kontrollgruppe nach Färbung mit einem Clr‐f  spezifischen Ratten mAk 10A6 sowie der 





















wie  Diarrhoe,  vergrößerte  Peyer  Plaques  und  eine  starke  Flüssigkeitsansammlung  im  Lumen 
(McAllister  et  al.,  2013)  deutlich  ersichtlich  (Abschnitt  1.2.6). Was  die  Clr‐a  Expression  betrifft,  so 
wurde  zunächst  eine  Echtzeit‐PCR  durchgeführt.  Interessanterweise  war  eine  starke 
Herunterregulierung  der  Clr‐a  Transkriptmenge  (etwa  10‐fach)  gegenüber  der  PBS‐behandelten 








Abbildung  35.  Starke  Herunterregulierung  von  Clr‐a  nach  Poly(I:C)  induzierter  Immunaktivierung.  (A‐D)  30  µg/g 
Körpergewicht Poly(I:C) wurden intraperitoneal in BALB/c Mäuse injiziert und diese nach einem Behandlungszeitraum von 
16 h  analysiert.  Eine  PBS‐behandelte  Gruppe  diente  als  Kontrolle.  (A)  Diagramm  zeigt  die  Gewichtsabnahme  nach  16 h 















visualisiert. DAPI wurde  zur Gegenfärbung der Nuklei  eingesetzt  (blau).  Eine  repräsentative  Färbung von 12 analysierten 
Mäusen ist abgebildet. 
 
In  Abbildung  35  C  ist  der  Immunoblot  abgebildet.  Die  Proteinlysate  wurden  vor  der 
elektrophoretischen Auftrennung mit PNGaseF deglykosyliert. Die Verwendung des Clr‐a spezifischen 
mAk  2E3  visualisierte  in  den  PBS‐behandelten Mäusen  das  endogene  Clr‐a mit  einer molekularen 









a/Clr‐f mAk  3C7  visualisierte  im  Immunoblot  eine  Bande  direkt  unterhalb  von  25 kDa,  die  auch  in 
Poly(I:C)‐behandelten Mäusen nachzuweisen war. Zu erwähnen ist, dass Cr‐f mit einer molekularen 
Masse  von  24,2 kDa  und  Clr‐a  (23,9  kDa)  in  deglykosylierter  Form  nicht  eindeutig  voneinander 










Die  Verabreichung  des  immunstimulierenden  Adjuvans  Poly(I:C)  löst  eine  Reihe  von 




resultiert  neben  der  verstärkten  Reifung  der  antigen‐präsentierenden  Zellen  in  einer  erheblichen 
Aktivierung  von  CD8 T  und  NK  Zellen  (Lacroix‐Lamandé  et  al.,  2014;  Verdijk  et  al.,  1999).  Die 
Aktivierung dieser Prozesse wird über TLR3 vermittelt  (siehe Abschnitt X Einleitung),  sodass TLR3‐/‐ 
Mäuse und Zellen in der Reaktionsfähigkeit auf Poly(I:C) und virale dsRNA defizient sind. Um die im 
Kapitel  zuvor  beschriebenen  Ergebnisse  einer  Poly(I:C)  vermittelten  Clr‐a  Herunterregulation  zu 
bekräftigen, wurden TLR3 defiziente C57BL/6 Mäuse auf Clr‐a Expression hin untersucht. Die TLR3‐/‐ 
Mäuse wurden von Prof. Stefan Bauer (Marburg) zur Verfügung gestellt. Bei diesen TLR3‐/‐ Mäusen ist 
das  dritte  und  das  vierte  Exon  der  TLR3  kodierenden  Region  durch  eine  Neomycin‐Resistenz 
Genkassette ersetzt (Honda et al., 2003). Die Analyse der Clec2e Transkriptmenge mittels Echtzeit‐PCR 
demonstrierte  in  Übereinstimmung  mit  den  in  Abbildung  35B  gezeigten  Daten  eine  signifikante 
Reduktion  (8‐fach)  der  Clec2e  Transkripte  in  Poly(I:C)  behandelten Mäusen  im  Vergleich  zur  PBS‐
Kontrollgruppe (Abbildung 36 A). Diese Abnahme der Clec2e Transkripte wurde nicht in TLR3‐/‐ Mäusen 
beobachtet.  Im  Vergleich  zu  WT  Mäusen  war  keine  Abnahme  der  Clr‐a  Moleküle  in  der 
Immunfluoreszenz  von  Dünndarm  Gewebeschnitten  in  Poly(I:C)  behandelten  TLR3‐/‐  Mäusen  zu 




intraperitoneal  in  C57BL/6  Mäuse  injiziert  und  diese  nach  einem  Behandlungszeitraum  von  16 h  analysiert.  Eine  PBS‐
behandelte Gruppe diente als Kontrolle. (A) Quantitative Echtzeit‐PCR Analyse der Clec2e Transkriptrate in Dünndärmen von 
C57BL/6 WT im Vergleich zu TLR3‐/‐ Mäusen. Als endogenes Kontrollprotein wurde 18SrRNA verwendet. Normierung der 
Daten  von  drei Mäusen  pro  Gruppe  erfolgte  willkürlich  auf  die  Transkriptmenge  einer  Poly(I:C)  behandelten WT Maus. 
Abgebildet ist der Mittelwert mit der daraus resultierenden Standardabweichung. Zur statistischen Auswertung wurde eine 
Ein‐Weg  Varianzanalyse  mit  einem  Tukey‐Test  als  Posthoc‐Analyse  durchgeführt.  (B)  Mikroskop‐Aufnahmen  von 
Immunfluoreszenz‐Färbungen von Längs‐Gewebeschnitten von Dünndärmen von PBS oder Poly(I:C) behandelten WT gegen 
TLR3‐/‐ Mäusen. Clr‐a wurde mittels des mAk 2E3 (grün; mitte) und des Isotyps Ratten IgG2a als Kontrolle (links), EpCAM mit 





die  endogene  Clr‐a  Expression  einwirken  könnten,  wurde  nach  einem  geeigneten  in  vitro 




von  intestinalen  epithelialen  C57BL/6  Organoidkulturen  (Sato  et  al.,  2009b)  hingegen  mittels 
quantitativer Echtzeit‐PCR und Immunfluoreszenz zeigten eine eindeutige Expression von Clr‐a sowohl 
auf Transkript‐ als auch auf Proteinebene (Abbildung 37 A+B). Die Wirkung verschiedener Cytokine auf 
die  Clr‐a  Expression  wurde  somit  in  diesen  Langzeitkulturen  näher  betrachtet.  Die  Isolation  und 
Kultivierung  der  intestinalen  Kryptzellen  sowie  die  Stimulation  der  Organoide  erfolgte  in  der 
Arbeitsgruppe um Henner Farin am Georg‐Speyer‐Haus. Zur Stimulation wurden IL‐22, TNF , IFN  und 
IFN  gewählt. IL‐22 ist an mukosalen Grenzflächen nach Bindung an den IL‐22R an der Förderung von 




vorwiegend  durch  Aktivität  gegenüber  verschiedenen  viralen  Pathogenen,  darunter  Rotaviren, 
Reoviren und Noroviren (Mahlakõiv, Hernandez, Gronke, Diefenbach, & Staeheli, 2015; J. Pott et al., 
2011). Die Stimulation der Organoide (Abbildung 37 B) und die damit einhergehende Signalinduktion 
(Daten  nicht  gezeigt),  hatte  jedoch  keinen  Einfluß  auf  die  Clec2e  Transkriptrate,  was  mittels 
















Einige  Vertreter  der  im  Natürlichen  Killergenkomplex  (NKC)  kodierten  Familie  der  C‐Typ  Lektin‐








et  al.,  2014;  B.  Plougastel  et  al.,  2001).  Hingegen  ist  die  Expression  von  Clr‐g  vorwiegend  auf 
hämatopoetische  Zellen  beschränkt  (Leibelt  et  al.,  2014).  Diese  Beobachtungen  führen  zu  der 
Annahme,  dass  einige  CLEC2  Moleküle  in  Mensch  und  Maus  an  einer  gewebespezifischen 
Immunüberwachung beteiligt sind. 










(Vadstrup  et  al.,  2017).  Die  NKG2D  Liganden  MICA,  MICB  und  ULBP4‐6  kommen  auf  B‐Zellen, 






NK1.1  Rezeptoren  werden  zum  Beispiel  auf  einer  Subpopulation  intestinaler  T‐Zellen  und  einigen 
NKp46+ ILCs exprimiert (Kirkham & Carlyle, 2014).  Erst kürzlich wurde in der Arbeitsgruppe von Herrn 
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Prof.  Steinle  publiziert,  dass  das  NKC‐kodierte  C‐Typ  Lektin‐ähnliche  Molekül  Clr‐f  nahezu 
ausschließlich auf differenzierten intestinalen Epithelzellen der Maus vorkommt (Leibelt et al., 2014). 
Interessanterweise  stimmt  die  IEC‐spezifische  Expression  von  Clr‐f  mit  der  räumlichen  Expression 
dessen bekannten Rezeptors Nkrp1g auf den  intraepithelialen  Lymphozyten  (IELs) überein. Nkrp1g 
wird vor allem auf den „natürlichen“ IELs mit einem gdTCRbright NKG2A‐ Phänotyp exprimiert. Somit 
stellt  das  im  NKC  räumlich  benachbart  kodierte  Liganden‐Rezeptorpaar  Clr‐f‐Nkrp1g  ebenfalls  ein 
Ligandenpaar  dar,  welches  bei  einer  spezifischen  Immunüberwachung  des  Darmes  beteiligt  sein 
könnte (Leibelt et al., 2014). 




(IECs)  vorzufinden  ist.  Bezüglich  der  Lokalisierung  von  Clr‐a  innerhalb  der  Epithelzelle  zeigen  die 
Immunfluoreszenzaufnahmen, dass Clr‐a nahezu gleichmäßig und konstitutiv von den IECs sowohl auf 
der  apikalen  als  auch  basolateralen  Epithelzellseite  und  ebenfalls  intrazellulär  exprimiert  wird 
(Abbildung  24  B‐D).  Die  strikte  Polarität  des  epithelialen  Gewebes  geht  mit  unterschiedlichen 
Funktionen der apikalen gegenüber der basolateralen Seite, auf der die IELs lokalisiert sind, einher. Die 
konstitutive  und  gleichmäßige  Expression  auf  beiden  Seiten  der  Epithelzelle  liefert  eine  gute 
Vorraussetzung dafür, dass Clr‐a für einen potenziellen Interaktionspartner überall zugänglich ist. 




scheint,  dass  weder  strukturelle  noch  funktionelle  Unterschiede  der  verschiedenen  Bereiche  des 
Gastrointestinaltraktes einen erheblichen Einfluss auf das Expressionsverhalten von Clr‐a haben. Unter 
Betrachtung von Abbildung 11 fällt jedoch auf, dass die größte Transkriptmenge im Jejunum und die 
niedrigste  Transkriptmenge  im  Ileum  und  Kolon  descendens  vorzufinden  ist.  Die  Gründe  für  die 
unterschiedliche Verteilung der Clr‐a Transkripte in den diversen Bereichen des Gastrointestinaltraktes 
wurden in dieser Arbeit nicht untersucht. Unterschiede innerhalb des Dünndarmes beziehungsweise 
des  Kolons  wären  z.  B.  die  Variabilität  und  Dichte  des  Mikrobioms,  der  immunstimulierenden 
Komponenten  sowie  der  Zusammensetzung  der  Immunzellen  des  angeborenen  und  adaptiven 
Immunsystems unterhalb des Epithelzellsaums. 









Zur  Untersuchung  des  Expressionsmusters  von  Clr‐a wurde  im  Rahmen  dieser  Arbeit  zunächst  ein 
monoklonaler  spezifischer  Clr‐a  Antikörper  generiert,  da  dieser  bislang  nicht  verfügbar  war.  Die 
Produktion des Antikörpers erfolgte unter Anwendung der von Cesar Milstein und Georges J. F. Köhler 
im Jahre 1975 entwickelten Hybridomatechnologie (Köhler & Milstein, 1975). Durch die Fusion der B‐
Zellen  nach  Immunisierung  mit  einem  körperfremden  Protein,  einem  Antigen,  mit  den 
immortalisierten Myelomazellen, werden immortalisierte B‐Zell Hybridome erzeugt, die unbegrenzte 
Mengen  an  Antikörper  produzieren  können.  Unter  Anwendung  dieser  Technologie  wurden  in  der 
Arbeitsgruppe  von  Herrn  Prof.  Steinle  unter  anderem  bereits monoklonale  Antikörper  für  NKp65, 
KACL, AICL, Clr‐f und Nkrp1g sowie humane NKG2D‐Liganden produziert. Nach der Immunisierung wird 
im  Prozess  einer  humoralen  Immunantwort  das  vollständige  Antigen  von  den membranständigen 
Antigenrezeptoren (BCR) gebunden. Anschließend wird das Antigen internalisiert, prozessiert und in 






es  als  lineares  oder  kontinuierliches  Epitop  bezeichnet  (Barlow,  Edwards,  &  Thornton,  1986;  Van 
Regenmortel, 1987). Werden hingegen vom Paratop verschiedene Abschnitte der Aminosäuresequenz 
erkannt, die aufgrund der Faltung innerhalb der Sekundärstrutkur, Tertiär‐ oder Quartärstruktur eng 
benachbart  liegen,  liegt  ein  diskontinuierliches  beziehungsweise  Konformationsepitop  vor.  Lineare 
Epitope sind in der Regel 7‐17 Aminosäuren lang, bestehen aus hydrophoben Aminosäresequenzen. 
Wie anhand der Epitopkartierung gezeigt werden konnte, erkennen die in dieser Arbeit produzierten 










Zur  Untersuchung  der  ektopen  Expression  von  Clr‐a  wurden  CHO  und  293T  Zellen  als 
Expressionssysteme  verwendet.  Die  ektope  Expression  von  Clr‐a  auf  transfizierten  293T  und  CHO 
Zelllinien zeigte im Vergleich zu Clr‐f sowie anderen Molekülen der Clr Familie (Clr‐b, Clr‐c und Clr‐g) 
eine  schwächere  Oberflächenpräsenz  (Abbildung  18).  Um  eine  mögliche  Retentionsregulation  zu 
addressieren, wurden einzelne Domänen und Teilabschnitte aus dem zu Clr‐a verwandten Clr‐f in Clr‐a 
inseriert  (Abbildung  22)  und  die  Expression  durchflusszytometrisch  nach  transienter  Expression  in 
293T  analysiert  (Abbildung  21).  Nach  Eingrenzung  bestimmter  Bereiche  wurden  ebenso 
Punktmutationen durchgeführt und die Clr‐a Expression überprüft. Die  im Vergleich zu anderen Clr 
Molekülen schwächere Expression von Clr‐a auf der Zelloberfläche konnte dem carboxyterminalem 





das  heißt  im  endoplasmatischen  Retikulum  oder  im  Golgi‐Apparat  lokalisiert  ist.  Der  genaue 
Mechanismus dahinter wurde in dieser Arbeit nicht betrachtet. Eine mögliche Begründung hierfür liegt 
darin, dass in den verwendeten Zelllinien Moleküle nicht in ausreichender Anzahl vorhanden sind oder 
komplett  fehlen,  die  für  eine  vollständige  Prozessierung  und  Oberflächenexpression  von  Clr‐a 
erforderlich sind. Diese könnten an den stalk‐Bereich oder die cytoplasmatische Domäne binden und 
somit zu einem effizienteren Oberflächenexport beitragen. Eine intrazelluläre Akkumulierung der Clr‐a 
Moleküle  wurde  auch  bei  intestinalen  Epithelzellen  ex  vivo  beobachtet  (Abbildung  24  A).  Daher 
reflektiert die vorwiegend intrazelluläre Akkumulation von Clr‐a Molekülen in den Zelllinien auch das 
physiologische Expressionsverhalten in den Epithelzellen. 
Des  Weiteren  könnten  diese  spezifischen  Regionen  innerhalb  des  Clr‐a  Moleküls  ebenso 





liefert  eine  unterschiedliche  Proteinfaltung  eine  mögliche  Erklärung.  Alanin  besitzt  eine 
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im  Falle  einer  aktiven  Restriktion  von  Clr‐a  verhindert.  Zukünftig  ist  es  sinnvoll  anhand  von 





cytoplasmatischen  Teil  für  die  Expressionsregulation  relevant  (Klimosch  et  al.,  2013).  Eine 
Ubiquitinierung und anschließende  lysosomale Degradation wird bei AICL  in Betracht  gezogen.  Ein 
weiteres  Beispiel  liefert  humanes  CD69,  welches  in  ruhenden  Lymphozyten  ebenso  intrazellulär 
lokalisiert ist. Die exakte Lokalisierung ist jedoch bislang unklar. 











Rezeptor  Nkrp1f  kodiert.  Die  räumlich  enge  genetische  Verknüpfung  der  Rezeptor‐Ligandenpaare 
innerhalb  des  NKC,  die  für  Repräsentanten  der  Nkrp1  und  der  CLEC2  Genfamilie  beschrieben  ist 
(Carlyle et al., 2004; Chen et al., 2011; Iizuka et al., 2003; Kveberg et al., 2011) führte zu der Überlegung, 
dass  die  Nkrp1  Familie,  hier  insbesondere  Nkrp1f,  ebenfalls  einen  Rezeptor  für  Clr‐a  in  trans 
repräsentieren könnte. So binden Clr‐c, Clr‐d und Clr‐g an Nkrp1f und Clr‐d, Clr‐f und Clr‐g an Nkrp1g 








Klrb1  (Nkrp1)  Transkripte  sind  im  Darm  vorzufinden  (Qiang  Zhang  et  al.,  2012),  sodass  die 
Voraussetzung für eine funktionelle Interaktion möglich wäre. Die Expression von Nkrp1a ist auf IELs 
aufgezeigt, hier vorwiegend auf CD8αα+ Zellen (Denning et al., 2007). Nkrp1f Transkripte sind in der 
Maus  zudem  auf  dendritischen  Zellen/ Monocyten  Vorläuferzellen  des  Knochenmarks  und 
endothelialen Zellen der Lymphknoten beschrieben, ebenso auf antigen‐präsentierenden Zellen (W. 
Tian et al., 2005; Qiang Zhang et al., 2012).  





durch  eine  Nkrp1f‐  noch  eine  Nkrp1g‐Reporterzelllinie  erkannt  (Kveberg  et  al.,  2011).  Allerdings 
wurden in dieser Studie 293T Zellen verwendet, die eine sehr geringe Oberflächenexpression von Clr‐a 
aufwiesen.  Im  Falle  einer  geringen  Affinität  zu  einem  möglichen  Rezeptor  oder  einer 
interaktionsbedingten Clusterbildung ist eine starke Oberflächenpräsenz notwendig. Aufgrund der in 
dieser  Arbeit  gewonnenen  Daten  (Abschnitt  3.3.2.3)  konnte  durch  die  Insertion  des  Clr‐f  stalk‐
Bereiches  eine  starke  Clr‐a  Oberflächenexpression  (Abbildung  26 A+C)  und  letztendlich 
aussagekräftige  Ergebnisse  erzielt  werden.  Somit  nimmt  Clr‐a  innerhalb  der  Clr  Familie  eine 
gesonderte Stellung ein und fällt nicht in das vorgegebene Modell der genetisch verknüpften Rezeptor‐
















beziehungsweise  das  humane  NKp65  in  der  Durchflusszytometrie  gezeigt  wurde  (Abbildung  28). 
Sowohl  in  der  Kokultur  mit  den  BWN‐Reporterzellen  (Daten  nicht  gezeigt),  als  auch  durch 

















lokalisiert  und  wird  erst  nach  Stimulation  mit  inflammatorischen  Cytokinen  an  die  Zelloberfläche 
exportiert, um mit dessen Rezeptor NKp80 zu  interagieren. Durch die NKp80‐AICL Achse wird eine 










Hintergrundfärbung  der  Fc‐Fusionsproteine  auf  den  primären  Zellen  verstärkte  Bindung  an  einen 
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Moleküle  Clr‐a  und  Clr‐f  in  intestinalen  Epithelzellen,  wäre  die  Expression  eines  Clr‐a/Clr‐f 
Heterodimers denkbar. Innerhalb des NKC ist die Heterodimerisierung von bestimmten Rezeptoren in 










(Abbildung  31  A+B)  ersichtlich.  Zudem  hatte  die  Koexpression  von  Clr‐a  keinen  Einfluss  auf  die 
Inhibition der NK‐Zellfunktion. Die Degranulation von Nkrp1g exprimierenden NK‐92MI Zellen nach 





spezifischen  Antikörper  2E3  (Abbildung  33,  oben;  Abschnitt  2)  nur  eine  sehr  schwache  Bande 
detektierbar, die eine leicht höhere molekulare Masse aufweist als in der Dünndarm Input‐Kontrolle. 
Ob  es  sich  bei  dem  präzipitierten  Protein  um  Clr‐a  handelt,  könnte  zukünftig  in  einer 













wurde  ebenfalls  für  Clr‐b  diskutiert  (Chen  et  al.,  2015b;  Iizuka  et  al.,  2003).  Es  wird  ein  Model 











Innerhalb  der  Clr  Familie  ist  Clr‐b  das  am  besten  charakterisierte  Clr Molekül.  Studien  zeigen  die 





auf  Transkript‐  und  Proteinebene  im  intestinalen  Epithel  nach  Behandlung  von  Mäusen  mit  dem 
immunstimulierendem  Adjuvans  Poly(I:C)  (Abbildung  35 B‐D).  Interessanterweise  geht  diese 
drastische  Expressionsreduzierung  von  Clr‐a  in  einem  inflammatorischen  Umfeld  mit  einer 
Heraufregulierung der Clr‐f Expression einher  (Leibelt et al., 2014). Die Heraufregulierung von Clr‐f 
bewirkt möglicherweise  eine  Kontrolle  oder Minderung  der  Funktionen  der  IEL  Effektorpopulation 
durch  Bindung  an  den  inhibierenden  Rezeptor  Nkrp1g  auf  den  IELs  (Leibelt  et  al.,  2014).  Diese 
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gegengesteuerte Regulation der am nächsten Verwandten Moleküle Clr‐a und Clr‐f als Antwort auf 
eine  immunstimulierende  Komponente  deutet  auf  einen  entgegenwirkenden Mechanismus  dieser 
beiden  Moleküle  bei  der  Immunüberwachung  des  Darmes  hin.  Es  ist  denkbar,  dass  die  schnelle 
Herabregulierung von Clr‐a bei entzündlichen Vorgängen im Darm einer Regulierung im Sinne einer 
Reduzierung der intestinalen Immunantwort dient. 
Die  Herabregulierung  der  Clr‐a  Expression  findet  sowohl  auf  transkriptioneller  als  auch  auf 
Proteinebene statt. Somit sind bei der Clr‐a Expression nicht nur transkriptionelle Regulation, sondern 











bestimmten  Abschnitt  des  Ribozyms  im  Vergleich  zu  Clec2d  sowie  einer  schwächeren 
Sekundärstrukturausbildung  (Martick  et  al.,  2008).  Dieser  seltene  post‐transkriptionelle 
Regulationsmechanismus  der  Gene  Clec2e  und  Clec2d  deutet  auf  die  Notwendigkeit  einer  streng 
regulierten Expressionskontrolle dieser C‐Typ Lektin‐ähnlichen Proteine hin. 
Die Poly(I:C)  vermittelte  Expressionsregulation wird  über  TLR3  vermittelt. Dies  konnte  anhand  von 
Echtzeit‐PCR  Analysen  und  Immunfluoreszenzfärbungen  von  Dünndarmgewebeschnitten  in  TLR3‐
defizienten Mäusen im Vergleich zu WT Mäusen gezeigt werden (Abbildung 36). Nach Induktion der 








Knockout‐Mausmodelle,  die  in  der  Produktion  verschiedener  Cytokine  defizient  sind,  könnten  in 
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zukünftigen  Studien  einen  weiteren  Einblick  in  die  funktionelle  Regulierung  der  Clr‐a  Expression 
ermöglichen. 
 
Die  in dieser Arbeit  vorgestellten Ergebnisse  charakterisieren  erstmalig das  im NKC kodierte C‐Typ 
Lektin‐ähnliche  Molekül  Clr‐a  in  der  Maus.  Clr‐a  weist  eine  starke  Gewebspezifität  auf  und  wird 
ausschließlich im Gastrointestinaltrakt vorwiegend im Dünndarm und im Kolon der Maus exprimiert. 
Die  konstitutive  Expression  sowohl  in  den  differenzierten  Epithelzellen  als  auch  in  Zellen  der 
Stammzellnische  in  Verbindung mit  einer  starken  Expressionsmodulation  unter  inflammatorischen 
Bedingungen  deutet  darauf  hin,  dass  Clr‐a  bei  der  Immunüberwachung  des  Darmes  beteiligt  ist. 
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